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ALLGEMEINER TEIL

1. EINLEITUNG

Es gibt wohl kein anderes Vitamin, dem sich soviele Forscher

zugewendet haben und das eine solche Fülle einmaliger Ergeb¬

nisse geliefert hat wie das Vitamin B,-- Die Sonderstellung

dieses Vitamins ist vor allem durch die komplexe und vielfäl¬

tige Struktur bedingt, durch welche es sich von allen andern

Vitaminen deutlich abhebt.

conh2

CONH3

H,NOC

CONH2

HjNOC

CONH2

O' N0 OH li 11 J

Vitamin B
12

Die beiden wesentlichen strukturellen Elemente des Vitamins

B-, - bilden der makrozyklische Corrin-Ligand und die Nukleotid-

Schleife, die durch den 5,6-Dimethylbenzitnidazol-Rest ans zen¬

trale Cobalt koordiniert ist.

Der Corrin-Ligand des Vitamins B,~ ist dem Ligandsystem der

Porphyrine (Häm, Cytochrome) und Chlorine (Chlorophylle) struk¬

turell sehr ähnlich, unterscheidet sich von diesen aber durch
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die direkte Verknüpfung zweier Ringe, die geringere Anzahl von

Doppelbindungen sowie eine Anhäufung von Chiralitätszentren an

der Peripherie des Liganden.

Das Vitamin B,- besitzt weit über 100 verwandte Verbindungen,

denen ebenfalls der Corrin-Ring zugrunde liegt. Die wichtig¬

sten dieser als Corrinoide bezeichneten Verbindungen sind zwei¬

felsohne Methyl- und Adenosylcobalamin (Coenzym B.„), welche

die biologisch aktiven Formen des Vitamins B,? darstellen und

zu den bisher einzigen in der Natur aufgefundenen Verbindungen

mit einer Metall-Kohlenstoff-Bindung gehören. Während Methyl-

cobalamin an Methyltransfer-Reaktionen beteiligt ist, kataly¬

siert das Coenzym B,
2
eine Reihe ungewöhnlicher 1,2-Umlagerungs-

reaktionen, die von allen coenzymkatalysierten enzymatischen

Reaktionen mechanistisch am wenigsten gut verstanden sind.

Der menschliche Körper besitzt mehrere Proteine, welche das

mit der Nahrung aufgenommene Vitamin B,2 zu den Zellen trans¬

portieren. Ein derart spezifisches Transportsystem fehlt für

die andern Vitamine. Die perniziöse Anämie ist im allgemeinen

nicht eine Folge von unzulänglicher Vitamin-B,2-Zufuhr, sondern

beruht auf dem Fehlen eines Glykoproteins (Intrinsic Factor),

welches das Vitamin B,2 im Magensaft resorbiert und in die

Darmzellen transportiert. Zahlreiche Physiologen und Mediziner

sind mit der Erforschung dieser Transportproteine beschäftigt.

Unter Chemikern beanspruchen zur Zeit die Biosynthese der Co-

byrinsäure sowie die Mechanismen der Coenzym-B,,-abhängigen
1)

enzymatischen Reaktionen am meisten Interesse

1
Zusammenfassende Darstellungen von chemischen, biochemischen

und medizinischen Aspekten des Vitamins B,2 finden sich in

mehreren Zeitschriften und Büchern /!/.



- 3-

Nomenklatur

Einige wichtige, natürlich vorkommende Corrinoide sind nach¬

stehend aufgeführt /2/ :

F^OC

X Y Rl R2

Cobyrinsäure OH OH

Cobyrsäure NH2 OH

Cobinamid NH2 NH-CH„-CH-CH,
2

1
i

OH

Vitamin B,~ CN Nu NH2 NH-CH2-CH-CH3

(Cyanocobalamin)
1
ONu

Aquocobalamin H20
tl It tl

Adenosylcobalamin 5' -deoxy-
" M II

(Coenzym B,~) 5'-adenosyl

Methylcobalamin CH3
ir II tl

Nu = Nukleotid

(vgl. die Abb. auf S. 1)
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Für den in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich verwendeten

Dicyano-cobyrinsäure-heptamethylester (X,Y=CN; R.,R„=OCH.,)

hat sich die Kurzbezeichnung Cobester durchgesetzt.

Die Numerierung der Gerüstatome des Corrin-Liganden, die Be¬

zeichnung der vier reduzierten Pyrrol-Ringe (A, B, C und D)

und der Seitenketten (a
. . . . g) entsprechen den IUPAC-Regeln

/2/.

Daneben werden folgende Vereinfachungen zur Bezeichnung von

Cobesterderivaten verwendet:

Die Konfiguration der Propionsäurekette am C(13) wird

mit Ol (natürliche Konfiguration) oder ß(Propionsäure¬
kette oberhalb der Zeichenebene) bezeichnet.

5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcorrine sind Verbindungen,

die an den meso-Positionen 5 und 15 anstelle der Methyl¬

gruppen Wasserstoffatome tragen.

c-Lactone enthalten am Ring B einen anellierten y-Lacton-

Ring, bei dem die c-Seitenkette mit der Carboxylgruppe

ans C(8) gebunden ist (Abb. 1).

Abb. 1
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H3C02C

^COjCHj
CH3

I.-CH3

1) IM H2S04 in CH3OH
"*co-c

4 Tage tl H3C

Vitamin B +~ H,c

2) NaHC03/KCN

(89%)

HaCOjC

Schema 1: Methanolyse von Vitamin B.2 nach Keese/Werthemann /9/

Durch das Fehlen der Nukleotid-Kette ist die Reaktivität des

Cobesters (1_) im wesentlichen auf den Corrin-Liganden sowie

auf das zentrale Cobaltatom mit den Axialliganden beschränkt.

Der Cobester (1_) ist im Gegensatz zum Vitamin B,2 in einer

Vielzahl von organischen Lösungsmitteln löslich, was eine

grössere Auswahl an Reaktionsbedingungen zulässt. Zudem er¬

leichtert die einfachere Konstitution von 1_ gegenüber Vitamin

B,2 die Arbeit mit der Verbindung und die Auswertung der spek¬

troskopischen Daten.

Der Cobester (JL_) spielte eine wichtige Rolle bei der Totalsyn¬

these des Vitamins B,2 /7, 8/ und diente als Ausgangsmaterial

für den chemischen Abbau des Corrin-Ringes (vgl. Kap. 3).

In neuerer Zeit hat er grosse Bedeutung als Relaisverbindung

im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Biosynthese der Cobyrin-

säure erlangt (vgl. Kap. 4).

Nachfolgend sollen die wesentlichen chemischen Reaktionen des

chromophoren Systems von Vitamin B,2 und seiner Derivate kurz

skizziert werden, soweit sie zum Verständnis der eigenen Arbei¬

ten notwendig sind. Für ausführliche Darstellungen dieses The¬

mas konsultiere man den Uebersichtsartikel von R. Bonnett /10/

und die Monographie von W. Friedrich /6/.
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Bezüglich Reaktionen am Zentralatom und der Axialliganden,

welche vor allem anorganische Aspekte berühren, und Reaktio¬

nen der Seitenketten wird ebenfalls auf die Literatur /6, 10,

11/ verwiesen.

2.2. Uebersicht

Der Corrin-Ligand des Vitamins B,2 enthält ein konjugiertes

Doppelbindungssystem, welches 14H-Elektronen umfasst und durch

vier Stickstoffatome mit dem zentralen Cobalt in Wechselwir¬

kung tritt. Das Tt-Elektronensystem der Cobalt-Corrine lässt

sich durch 4 Resonanzstrukturen darstellen (Abb. 2), mit denen

sich die nachfolgend beschriebenen Reaktionen qualitativ gut

verstehen lassen

I II III IV

Abb. 2

a) elektrophile Substitution am C(10)

Die meso-Positionen C(5), C(10) und C(15) liegen in ß-Stellung
eines enaminoiden Systems (vgl. Abb. 2),und man würde von ihnen

nukleophile Reaktivität erwarten. Bei natürlichen 5,15-dimethyl-

substituierten Corrinen lässt sich eine Protonierung am C(10)

Eine MO-Betrachtung der Reaktivität des Corrin-Ringes wurde

von R. Keese /12/ angestellt.
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nachweisen: R. Bonnett /13/ zeigte, dass das Dicyano-8-amino-

cobyrinsäure-c-lactam beim Lösen in Deuterotrifluoressigsäure

einen raschen H/D-Austausch an dieser Stelle erfährt. Mit mo¬

difizierten Corrinen kann eine Protonierung auch an den meso-

Positionen 5 und 15 belegt werden (vgl. Kap. 2.3.3 und 2.3.4).

Das am C(10) gebundene Wasserstoffatom lässt sich durch eine

Reihe von elektrophilen Reagenzien substituieren. Das erste

C(10)-Substitutionsprodukt eines Corrins wurde 1957 von A. Todd

und Mitarbeitern /14/ erhalten, welche Vitamin B,? mit Chlor-

amin T in saurer wässriger Lösung zum 10-Chlor-Vitamin-B,7-c-
lacton umsetzten (Schema 2). Dabei fand jedoch vor der Haloge-

nierung am C(10) eine oxidative Lactonbildung am Ring B statt.

H3C CH3/~ CONH»

CONH2 CONH2

Vitamin B
12

10-Chlor-Vitamin-B

c-lacton
12

Schema 2

Eine analoge Reaktion tritt auch mit N-Bromsuccinimid ein, wo¬

bei je nach Reaktionsbedingungen und Art der Axialliganden c-

Lactonbildung oder Bromierung am C(10) bevorzugt ablaufen /15/.

Folgende C(10)-Substitutionsprodukte des Cobesters (1_) sind in

der Literatur beschrieben: 10-Brom- /16/, 10-Chlor- /17/, 10-

Jod- /16/, 10-Nitro- /16/, 10-Phenylthiomethyl- /18/ und 10-

Thiocyanat-cobester /18/.
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b) elektrophile Additionen ans H-System

Verschiedene elektrophile Reagenzien sind in der Lage, sich

selektiv an die Bindungen C(5)-C(6) und C(14)-C(15) des Corrin-

Liganden zu addieren. Interessanterweise sind dies die beiden

C,C-Bindungen des It-Systems, welche nach röntgenstrukturana-

lytischen Daten verschiedener Corrine den ausgeprägtesten Dop¬

pelbindungscharakter aufweisen /19/.

Inhoffen et al. /17/ fanden, dass Cobester H) mit elementarem

Chlor in Tetrachlorkohlenstoff zu einem kristallinen, jedoch

instabilen Addukt 1 umgesetzt wird (Schema 3). Eine Addition

an die Positionen 5,6 und 14,15 des It-Systems von 1_ wurde auch

mit unterchloriger Säure beobachtet 1101.

Bei Einwirkung von Ascorbinsäure und Sauerstoff auf Cobester

Q) findet nach Gossauer und Mitarbeitern /21/ eine Hydroxy-

lierung der C(5),C(6)-Doppelbindung statt und es entsteht das

gelbe Corrlnoid 3_ (Schema 3). Gelbe Corrinoide treten vielfach

bei Reaktionen auf, die eine Aenderung der Oxidationsstufe am

zentralen Cobalt beinhalten /6, 11/; sie werden auch beim Abbau

des Vitarains B,2 durch Bakterien gebildet /6/.

Daneben gibt es auch Additionsreaktionen, die von einer Oeff-

nung des makrozyklischen Ligandsystems begleitet sind. Nach

Umsetzung des 10-Bromcobesters mit 1,2 Aequivalenten Ozon in

Methylacetat bei -78 °C erhielten Inhoffen et al. /22/ den 5,6-

Dloxo-5,6-seco-10-bromcobester (^) in einer Ausbeute von 46%

(Schema 3). Eine analoge Reaktion lässt sich am Cobester (1_)

auch mit Singlett-Sauerstoff durchführen, wie B. Kräutler /23/

an unserem Institut vor kurzem zeigte.

Solche Seco-Verbindungen sind von besonderem Interesse, da sich

aus ihnen - im Gegensatz zum intakten Corrin-Liganden natürli¬

cher Corrine - das komplex gebundene Cobalt entfernen lässt

IUI. Allerdings ist der Ringschluss von metallfreien 5,6-seco-

Verbindungen zu Corrinen noch nicht verwirklicht worden.

Die Demetallierung eines synthetischen Cobalt-Corrins ist

kürzlich im Laboratorium von Eschenmoser gelungen 12kl.
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Cl,

cci4

Inhoffen et al.

1976 im

H3C02C

CO3CH3

HjCOjC

H3CO,C

CO,CH,

HaCOjC

C
"

>
C02CH3

H3C02C

*> 1«3C
1 0 I..-CH3

Ascorblnsäure/O.

H3C02C v/"~

h3c-'' Y,X)- [ N—co2ch3

w H3C' 1 Co

~"
CN fCH3OH/H20 =\/CH3

Gossauer et al.

1977 /21/

H3C02C' \>

CH3

•«/ 'CH3

s
HaCOjC COjCHj

10-Bromderivat °2_
von 1

1979 /22/

H3C02C

H3C02C

CH3C02CH3

H3C02C
Inhoffen et al. H,C

\—CO,CH,

H3CO3C COjCHj

Schema 3: Additionsreaktionen des Cobesters (1)
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c) Reaktionen in Allylstellung

Die allylständigen Positionen des Corrin-Liganden, welche Was¬

serstoffatome tragen, lassen sich aufgrund ihrer Lage zum Tt -

System in 3 Gruppen einteilen:

- C(3), C(8) und C(13)

- C(19)

- H3C-C(5) und H3C-C(15)

Die Protonen in Stellung 3, 8 und 13 sind gegenüber einem Aus¬

tausch ähnlich aktiviert wie Protonen, die in ot-Stellung zu

einer Azomethin-Gruppierung stehen (Abb. 3).

COR

Abb.

Das C(8)-H ist das sauerste Proton des Corrin-Liganden; es

lässt sich unter basischen Bedingungen selektiv gegen Deute¬

rium austauschen /25, 26/. Das C(8) ist auch diejenige Posi¬

tion, an welcher der Corrin-Chromophor am leichtesten oxi-

diert wird. Die Oxidation an dieser Stelle äussert sich mei¬

stens in der Bildung eines y-Lactonringes, bei der die c-

Seitenkette beteiligt ist. Die oxidative Lactonbildung am

Ring B wird bei einer Vielzahl von Reaktionsbedingungen be¬

obachtet, so beispielsweise bei der Hydrolyse der Amidseiten-

ketten natürlicher Corrine in saurer wässriger Lösung oder

bei elektrophilen Substitutionsreaktionen am C(10) mit N-

Halogenamiden und N-Halogenimiden (vgl. Seite 8).
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Das C(13)-H des Cobesters (.1) lässt sich mit Deuterotrifluor-

essigsäure selektiv gegenüber den Protonen am C(3) und C(8)

austauschen /26/. Je nach Reaktionsbedingungen und Art der

Seitenketten kann in stark saurem Medium auch eine Epitneri-

sierung am C(13) eintreten 111I. So stellt sich bei Umsetzung

des Cobinamids mit Trifluoressigsäure bei Raumtemperatur ein

ca. 1:1-Verhältnis der 130t- und 13ß-Isomeren ein 1211.

Am C(3) wurden im Gegensatz zum C(8) und C(13) noch keine

Reaktionen beobachtet.

Das Wasserstoffatom am C(19) ist ebenfalls allylständig, nimmt

aber zum Tt-Elektronensystem eine andere Lage ein als die H-

Atome am C(3), C(8) und C(13). Bei natürlichen Corrinoiden

ist keine einfache Reaktion bekannt, bei der das C(19)-H be¬

teiligt ist .

Die am C(5) und C(15) gebundenen Methylgruppen verschiedener

Vitamin-B,--Derivate werden mit Kaliumpermanganat in Pyridin

in massigen Ausbeuten zu Carboxylgruppen oxidiert. Rapp und

Mitarbeiter /28/ erhielten nach Permanganat-Oxidation des

Cobinamidphthalats das 5-Carboxy- und das 5,15-Dicarboxy-

cobinamidphthalat in Ausbeuten von 11 % bzw. 18 X.

Dies war bei Beginn der vorliegenden Arbeiten die einzige in

der Literatur bekannte Reaktion der meso-Methylgruppen von

Corrinen.

Vgl. jedoch die in der vorliegenden Arbeit aufgefundene
1 8

Bildung des A -Didehydrocobesters (5_) aus dem Cobester

Q) (Kap. 4.2.3).
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gebildeten 5,15-Bis(acetoxymethyl)-cobesters (6) gestaltete

sich jedoch schwierig und verlustreich, da sich dieser bei der

Chromatographie an Kieselgel sehr leicht zersetzte.

Weitere Versuche zeigten, dass die Instabilität von (> auf die

leicht erfolgende Solvolyse der meso-Acetoxymethylgruppen zu¬

rückzuführen ist. Kochte man nämlich das Produkt, welches nach

Behandlung von Cobester (_1) mit 5 Aequivalenten einer 2,8*10 M

Lösung von Bleitetraacetat in Benzol erhalten worden war, 2

Stunden in Methanol, so wurden bei der anschliessenden Chroma¬

tographie an Kieselgel keine Zersetzungsprodukte mehr beobach¬

tet. Man erhielt in 75% Ausbeute eine kristalline Verbindung,

der auf Grund der spektroskopischen Daten die Struktur des 5,15-

Bis(methoxymethyl)-cobesters (2.) zugeteilt wurde.

So waren im H-NMR-Spektrum (CDC1,, 300 MHz) die Signale der

beiden meso-Methylgruppen (siehe oben) nicht mehr zu beobach¬

ten, dafür traten neben 7 Signalen für Methylestergruppen (3,63-

3,75 ppm) zusätzlich 2 Singlette für Methoxygruppen bei 3,32

und 3,34 ppm und 2 sich überlagernde AB-Systeme zwischen 4,2

und 4,4 ppm (JAR je=12 Hz) auf.

H3C02C

H3co2c

h,co,c

OCCH3 c02ch3

CH2

HjCO,C

C02CH3

H3COsC

> ?H, .

| OCCHj |
C02CH3

Schema 4
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Die Verwendung geringerer Mengen des Oxidationsmittels ermög¬

lichte in der Folge auch die Herstellung von Cobesterderivaten,

welche nur an einer meso-Methylgruppe oxidiert waren.

_2
Bei Einwirkung von 3 Aequivalenten einer 2,4*10 M Lösung von

Bleitetraacetat in Benzol auf Cobester U) (24 Stunden, 25 °C)

und anschliessender Methanolyse des Rohproduktes isolierte man

neben dem 5,15-Bis(methoxymethyl)-cobester (1) ein Gemisch der

5-Methoxymethyl- und 15-Methoxymethyl-derivate, welches chro¬

matographisch nicht aufgetrennt werden konnte.

Wurde das rohe Acetoxylierungsgemisch aus obigem Ansatz jedoch

in Aceton/Wasser 1:10 unter Zusatz einer Spur Essigsäure hydro-

lysiert (4 Stunden, 25 °C), so isolierte man nach Chromatogra¬

phie auf Kieselgel 3 kristalline Verbindungen. Bei der polar¬

sten und als Hauptprodukt isolierten Substanz (Ausbeute 46 X)

handelte es sich auf Grund der Spektraldaten um den 5,15-Bis-

(hydroxymethyl)-cobester (10).

Die in 11 % Ausbeute isolierte Verbindung j3 zeigte im H-NMR-

Spektrum (CDC1.J, 300 MHz) 1 Singlett (3H) bei 2,24 ppm, während

Verbindung £ (Ausbeute 31X) ein entsprechendes Singlett bei

2,19 ppm aufwies. Diese beiden Signale sind je einer meso-

Methylgruppe zuzuordnen. Gegenüber dem Cobester (1_) wiesen !5

und £ zusätzlich je ein Signal für ein OH-Proton zwischen 3,2

und 3,3 ppm sowie je ein AB-System (J.R je=13-14 Hz) bei 4,5-

4,8 ppm auf, welches infolge Kopplung mit dem OH-Proton weiter

aufgespalten war. Bei den Verbindungen 8_ und £ handelte es sich

offensichtlich um die 5-Hydroxymethyl- und 15-Hydroxymethyl-

derivate des Cobesters (1_).

Durch Vergleich der Signallage der in 8_ und £ verbleibenden

meso-Methylgruppen mit den beiden entsprechenden Signalen des

Cobesters (1_), welche bei 2,18 ppm (H3C-C(5)) und 2,23 ppm

(H3C-C(15)) auftreten und von L. Ernst /29/ zugeteilt worden

sind, wies man der Verbindung 8> die Struktur des 5-Hydroxymethyl-

und Verbindung £ diejenige des 15-Hydroxymethyl-cobesters zu

(Schema 5).

Die CD-Spektren der Hydroxymethylderivate 8_, £ und IC) zeigen

einen sehr ähnlichen Verlauf wie das entsprechende Spektrum des

Cobesters (1_). Auch im IR-Spektrum macht sich die Oxidation der

meso-Methylgruppen auf die Chromophorbanden (ca. 1500 und 1580

cm" ) nicht bemerkbar. Im UV/VIS-Spektrum hingegen bewirken die
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funktionalisierten meso-Methylgruppen von 8, £ und ^2 eine

Blauverschiebung, welche für die langwelligste Bande (a-Bande)

am ausgeprägtesten ist und ca. 5 nm pro oxidierte Methylgruppe

ausmacht.

H3co2c

L
\ CH3 f

H3C02C

H3C02C

\ CO,CHCO,CH3

c -^
H3CO2C CO,CH]

1

H3CO,C
I OH -COjCHj

"

^ chj r «...

H3C02C

H3C02C

H3C02C

H3CO,C

H3C02C

C02CH3

\ COjCHj

H3C02C COjCH3 H3C02C COjCHj

H3C02C

CO,CHj

Schema 5 10
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auch beim Stehenlassen des 5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobesters

(10) in wässriger Lösung (pH 7-8) beobachtet.

H20/pH 7,8

4 Std. / 25 °C

60%

H3C02C

k ?cv
.-CH3

H3C02C-

H3C" V-

H3C" 1
H/~

co Vh

H3COjC' Jy
H3^

"^~*f*^f '•
CH3

CH3 L

HsCOjC C02CH3

\ COjCHj

H3CO,C

H3COjC

COsCH3

HaC02C COjCHj

11 12

Zn / CHjCOOH
Zn / CHjCOOH

H3C02C

^ CH

H3C02C

H3C02C

Schema 6

\ CO.CHj
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Die Acetoxylierung der meso-Methylgruppen von Cobester il) mit

Bleitetraacetat gelang auch in Eisessig, wobei die Ausbeuten

der nach Hydrolyse isolierten Verbindungen jedoch etwas gerin¬

ger waren. Damit sollte sich die Bleitetraacetat-Oxidation

prinzipiell auch auf die in Essigsäure löslichen Polyamid-B,»_

Verbindungen anwenden lassen.

Bei Verwendung von überschüssigem Oxidationsmittel in siedendem

Benzol und anschliessender Methanolyse wurden zur Hauptsache

am Chromophor veränderte Verbindungen erhalten (UV/VIS-Evidenz).

Daneben isolierte man wiederum den 5,15-Bis(methoxymethyD-

cobester (_7) und wechselnde Mengen einer roten Substanz, welche

im H-NMR-Spektrum (CDC1,, 300 MHz) 6 Signale für Methoxycar-

bonylgruppen (gegenüber 7 Signalen von 1^ und 7^) aufwies. Im

IR-Spektrum (CHC1,) trat eine für c-Lactonderivate typische
-1

Absorption bei 1794 cm auf. Es war deshalb naheliegend, dass

es sich bei dieser Verbindung um das 5,15-Bis(methoxymethyD-

cobester-c-lacton (1J0 handelte. Bewiesen wurde die Struktur

von 1l_4 dadurch, dass sich diese Verbindung auch aus dem bekann¬

ten Cobester-c-lacton (L5) /18/ durch Oxidation mit überschüs¬

sigem Bleitetraacetat in siedendem Benzol und anschliessender

Methanolyse in guten Ausbeuten herstellen liess.

Interessanterweise konnten die meso-Methylgruppen des Cobester-

c-lactons (15_) bei Raumtemperatur mit Bleitetraacetat in Ben¬

zol nicht oxidiert werden.

14 15
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Die unter milden Bedingungen ablaufenden Hydrolysen und Metha-

nolysen der meso-Acetoxymethylgruppen lassen sich mit einem

Eliminations-/Additionsmechanismus formulieren und zeigen ein¬

mal mehr die nukleophile Reaktivität der meso-Positionen von

Cobalt-Corrinoiden.

- AcOH

R = H, CH3

Schema 7

Ein analoges Verhalten zeigen auch meso-Acetoxymethylporphyrine

/31/ und das Acetoxymethylpyrrol 16_, welches in Chloroform beim

Schütteln gegen Wasser augenblicklich zum Hydroxymethylpyrrol

17 hydrolysiert wird 132/.

H

OAc

H20

C,H.O,C

OH

16 17

18
Die am Anfang der Arbeit erhoffte Bildung des A -Didehydro-

cobesters (5_) liess sich in keinem unserer Experimente fest¬

stellen. Ebensowenig konnte eine Acetoxylierung des Cobesters

O) mit Bleitetraacetat am C(10) nachgewiesen werden, wie sie

H.H. Inhoffen /33/ 1976 in einem Vortrag erwähnt hatte.

Die in diesem Kapitel beschriebene Oxidation der meso-Methyl¬

gruppen des Cobesters (1_) mit Bleitetraacetat, welche einfach

durchzuführen ist und gute Ausbeuten ergibt, ebnete den Weg

zu Norcorrinen und zu deuterierten Cobesterderivaten.
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2.3.2 Herstellung von [5-CH2D] -

, [l5-CH2D] - und [5,15-(CH2D)2"j-
Cobester

Im Laufe der Total Synthese der Cobyrsäure von A. Eschenmoser

/7, 18/ und R.B. Woodward 18/ wurden die beiden meso-Methyl¬

gruppen am C(5) und C(15) in zwei Schritten eingeführt (Sche¬

ma 8):

1) Alkylierung eines 5,15-Bisnorcorrins mit Chlormethyl-

benzyläther und Umsetzung des Rohproduktes mit Thio-

phenol zu einem 5,15-Bis(phenylthiomethyl)-corrin.

2) Reduktion der Phenylthiomethylgruppen mit Zink¬

amalgam in Eisessig.

P = CH2CH2C02CH3

Schema 8

Im Hinblick auf die Herstellung deuterierter Cobesterderivate

wurde - in Anlehnung an diese Arbeiten - die Reduktion der

meso-Hydroxymethylgruppen der Verbindungen j5,£ und K) (vgl.

Schema 5 auf S. 16) versucht.

Die experimentelle Durchführung der Reduktion gestaltete sich

sehr einfach: Der 5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobester (1J)) wurde

solange mit überschüssigem Zinkstaub in Eisessig umgesetzt

bis die Reaktionslösung die für Cobaltd)-Corrine typische

grüne Farbe annahm. Nach Aufarbeitung, Chromatographie an Kie¬

selgel und Kristallisation erhielt man den gewünschten Cob¬

ester (1) in einer Ausbeute von 69% (Schema 9).
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H3C02C

k OH
.CO,CH3

CH, [ „

! jf L-CH3

H3C02C—v /-"^iT^^^l^ r—\

H3C'' V,X C,N L-/ ^—<-

Co VHH3C'T
H7"~~ sw J

„.,

"
CN *>*=</CH,

H3CO,C' V,

r
CH, L

OH |
H3CQ2C COjCHj

HjCO,C

CO,CH,

^•s CH3

H3CO,C

H3C02C

10

CO,CH3

Schema 9

Der 5-Hydroxymethyl- (8_), der 15-Hydroxymethyl- (£) und der

5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobester (1_0) wurden auf analoge Wei¬

se mit Zink in CHjCOOD zu den [5-CH2D] -

, [l5-CH2D]-und [5,15-
(CH-DJ-lCobesterderivaten reduziert.

Im H-NMR-Spektrum (CDC1,, 300 MHz) dieser 3 Verbindungen er¬

scheinen die monodeuterierten meso-Methylgruppen als breites

Singlett bei 0,02 ppm höherem Feld als die entsprechenden Me¬

thylgruppen des Cobesters (1). Mittels Integration wurde ein

Deuterierungsgrad von ca. 80X bestimmt. Zur Illustration sind

in Abb. 4 Ausschnitte aus den H-NMR-Spektren von Cobester (1_)

und [l5-CH2D]Cobester dargestellt.

13
In den breitbandentkoppelten C-NMR-Spektren treten die mono-

13
deuterierten meso-Methylgruppen als Triplette mit C-D-Kopp-

lungskonstanten von 19-20 Hz und einer Hochfeldverschiebung

von 0,2-0,3 ppm gegenüber den entsprechenden Methylgruppen des

Cobesters (1_) auf. Die Resonanzen der meso-Kohlenstoffatome

C(5) und C(15) werden um 0,05-0,06 ppm nach höherem Feld ver-

13
schoben. Dieser ß-Isotopeneffekt eines Deuteriums auf die C-

chemische Verschiebung liess sich am besten an einem ca. 1:1-

Gemisch der deuterierten und nicht deuterierten Verbindung

zeigen (vgl. Abb. 5).
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C(15)-CH3 C(5)-CH3

WV^v \^*>
2,4 2,0

Abb. 4 : Ausschnitte aus den 1H-NMR-Spektren (CDClj, 300 MHz)

von Cobester Q) (links) und [l5-CH2D]Cobester (rechts),

C(5) C(15)

C(15)-CH2D

13,

Abb. 5 : Ausschnitte aus den breitbandentkoppelten "C-NMR-

Spektren (CDC1,, 75 MHz) von Cobester U) (links)

und einem l:l-Gemisch von Cobester (1_) und [l5-CH7DJ-
Cobester (rechts).

Die Zuordnung der beiden regioisomeren, spezifisch nur an ei¬

ner meso-Methylgruppe deuterierten [5-CH?d] - und [l5-CH2D] Cob-

esterderivate ergibt sich aus der bekannten Konstitution der

monohydroxylierten Verbindungen 8_ und 9_ (vgl. S. 16-18).
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Damit werden die Zuteilungen einiger Signale im H-NMR- und

1 3

C-NMR-Spektrum (Lösungsmittel CDC1,) des Cobesters (1_) be¬

wiesen, welche 1981 von L. Ernst /29/ veröffentlicht wurden.

13
Es sind dies die C(5)- und C(15)-Resonanzen im C-NMR-Spek¬

trum sowie die Signale der Methylgruppen am C(5) und C(15)

im 1H- und 13C-NMR-Spektrum.

Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten deuterierten Cob-

esterderivate bereichern die Palette der bereits bekannten

Verbindungen, welche von A.R. Battersby et al. /26, 34/ aus

Cobester (1_) durch säurekatalysierten H/D-Austausch am C(10)

und C(13) sowie durch basenkatalysierten H/D-Austausch am C(8)

und den Ct-Positionen zu den Methoxycarbonylgruppen hergestellt

wurden. Die in den meso-Methylgruppen deuterierten Cobester-

derivate weisen den Vorteil auf, dass das Deuterium weder in

saurem noch in basischem Medium ausgetauscht werden kann.
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2.3.3 Herstellung von 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcobester

Vitamin-B,„-Derivate, die in Stellung 5 und 15 demethyliert

sind, erlangten grosse Bedeutung bei der Totalsynthese der

Cobyrsäure 11,8, 18/. In neuerer Zeit beanspruchen derartige

Norcorrine erneut Interesse im Zusammenhang mit intensiv ange¬

stellten Untersuchungen zur Biosynthese natürlich vorkommender

Corrinoide (vgl. Kap. 4.2.4).

Der diastereomerenreine 5,15-Bisnorcobester (1_8) wurde erst¬

mals von H. Maag /18/ durch Methanolyse der nach Decarboxy-

lierung des 5,15-Dicarboxy-cobinamidphthalats /28/ erhaltenen

Verbindungen in einer Gesamtausbeute von ca. 4X bezüglich

Vitamin B,, hergestellt. Dieser diente als Vergleichsprobe

für totalsynthetischen 5,15-Bisnorcobester (1JJ), welcher aus

einem ca. I:l-Gemisch der 13a- und 13ß-Epimeren bestand.

Ein solches l:l-Gemisch des 5,15-Bisnorcobesters (1JJ) wurde

kürzlich auch von Lewis et al. /35/ bei Demetallierungsversu¬

chen des Cobesters Q) mit 1,3-Propandithiol erhalten.

5-Nor- und 15-Norderivate von Vitamin B,? wurden ebenfalls von

Rapp und Mitarbeitern /28/ durch Decarboxylierung der entspre¬

chenden Mono-Säuren und von H. Maag /18/ im Laufe der Total¬

synthese des Vitamins B,~ in sehr geringen Mengen hergestellt.

Da die Herstellung dieser 5-Nor- und 15-Nor-B,„-Derivate auf

nicht strukturbeweisenden Wegen erfolgte, können deren Struk¬

turen als nicht gesichert betrachtet werden. Die einwandfrei

bewiesenen Strukturen unserer 5-Hydroxymethyl- und 15-Hydroxy-

methyl-cobesterderivate 8_ und £ ebneten den Weg zur Herstel¬

lung des noch unbekannten 5-Nor- (1_9) und 15-Norcobesters (20).

Aus mechanistischen Ueberlegungen war es naheliegend, zur Her¬

stellung der gewünschten Norcorrine die meso-Hydroxymethylgrup¬

pen der Verbindungen 8_, 9_ und K) in saurer, wässriger Lösung

abzuspalten.

Beim Stehenlassen des 5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobesters (10)

in 0.35M wässriger Essigsäure-Lösung (24 Stunden, 100 °C, ent¬

gaste Ampulle) erhielt man nach Lyophilisation und Methanolyse

des Rückstandes den bekannten 5,15-Bisnorcobester (18)/18/

(Ausbeute 32 X) sowie das ebenfalls schon charakterisierte
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5,15-Bisnorcobester-c-lacton 1181. Daneben isolierte man lac-

tonfreie und c-lactonhaltige Produkte mit 1 und 2 meso-Metho-

xymethylgruppen. Die unvollständige Abspaltung der meso-Hydro¬

xymethylgruppen und die erhebliche Bildung von am C(8) oxidier-

ten Verbindungen, welche eine aufwendige chromatographische

Reinigung bedingten, waren vom präparativen Standpunkt aus un¬

befriedigend.

Die Entfernung der meso-Hydroxymethylgruppen liess sich dann

wesentlich einfacher und mit besseren Ausbeuten auf Dowex 50 W
,

einem Ionenaustauscher mit Sulfonsäuregruppen vollziehen

Wurde der auf dem Dowex 50 W absorbierte 5,15-Bis(hydroxymethyl)-

cobester (K)) 22 Stunden in entgastem Wasser bei 75 C gerührt

und das beladene Harz zur Veresterung von freigesetzten Carbo-

xylgruppen anschliessend in Methanol stehengelassen (24 Stunden,

30 C), so isolierte man nach Desorption der Corrine, Ausschüt¬

teln, Säulenchromatographie an Kieselgel und Kristallisation

den gewünschten 5,15-Bisnorcobester (1J5) in einer Ausbeute von

69 X.

H3C02C H3C02C

<j>H ^CO,CH3
CK

HjCO,C

H3CO,C

C0,CH3

H3CO,C

H3CO,C

C02CH3

C
"

"l
H3CO2C COjCHj

18

Schema 10

Der stark saure Ionenaustauscher Dowex 50W wurde in der

Corrin-Chemie erstmals von W. Friedrich /36/ zur Hydrolyse

der Acetamid- und Propionamid-Seitenketten eingesetzt.
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Die Herstellung des 5,15-Bisnorcobesters (18) mit Dowex 50 W

113
—

war laut H-NMR- und C-NMR-Spektrum jedoch mit einer gering¬

fügigen Epimerisierung am C(13) verknüpft. Anhand der zusätzli¬

chen Signale im Bereich der olefinischen Protonen (vgl. Abb. 7

auf S. 31) wurde der Anteil des 13ß-Isomeren zu ca. 10 X abge¬

schätzt. Mehrmaliges Umkristallisieren von lj$ hatte keine Ab¬

trennung der 13ß-isomeren Verbindung zur Folge.

Die Abspaltung der meso-Hydroxymethylgruppen des 5-Hydroxyme¬

thyl- (S5) und des 15-Hydroxymethyl-cobesters (£) mit Dowex 50W

unter den gleichen Bedingungen führte in Ausbeuten von 70-75 X

zum kristallinen 5-Norcobester (1_9) und 15-Norcobester (20),
1 13

welche gemäss H-NMR- und C-NMR-Spektrum isomerenrein waren

(vgl. Abb. 7 auf S. 31).

HjCOjC

k

19

CH3

H3CO,C'

,C02CH3

.-CH3

"\
COjCHj

f
"

^
H3C02C CO,CH3

20

Schema 11
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Eine mechanistische Deutung dieser Reaktionen ist in Schema 12

gezeigt.

I II III

COR

IV v VI

Schema 12

Protonierung der meso-Position führt zu einem ß-Hydroxy-immo-
niumion (I-»II), welches anschliessend unter Fragmentierung in

die Norverbindung übergeht (II-»III). Die Entstehung der am

C(13) epimeren Verbindung VI (13 ß-Konfiguration) wird im Falle

des 5,15-Bisnorcobesters (1_8) offensichtlich durch gelegentli¬

ches Ausbilden einer Doppelbindung zwischen den Positionen 13

und 14 eingeleitet (II —IV).

Die gesicherten Strukturen des 5-Nor- (1^9) und des 15-Norcob-

esters (20) erlauben nun spektroskopische Vergleiche, welche

dazu dienen sollen, andere 5-Nor- und 15-Nor-B,„-Derivate auf

einfache Weise zu identifizieren.

- Im UV/VIS-Spektrum (Methanol) der Norverbindungen J_8, 1_9 und

20 verursacht das Fehlen der meso-Methylgruppen gegenüber dem

dem Spektrum des Cobesters Q) eine beträchtliche hypsochro-

me Verschiebung der Absorptionsmaxima, welche für die lang¬

welligste Bande (a-Bande) am ausgeprägtesten ist und ca.

10 nm pro meso-Methylgruppe ausmacht (vgl. Tabelle 1).

Interessanterweise erscheint das Maximum der a-Bande des 15-

Norcobesters (2()) 3 nm kürzwelliger als das entsprechende
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Maximum des 5-Norcobesters (19).

a-Bande ß-Bande y-Bande

Cobester (1_) 582 542 368

5-Norcobester (19) 572 534 363

15-Norcobester (20) 569 533 362

5,15-Bisnorcobester (18) 561 524 357

Tabelle 1; UV/VIS-Daten (Lösungsmittel: CHjOH + 0,02X HCN);

Wellenlänge der 3 Hauptabsorptionsmaxima in nm.

Die CD-Spektren (Methanol) von .18,19 und 20 zeigen einen

sehr ähnlichen Verlauf wie das entsprechende Spektrum des

Cobesters Q). Dies ist ein weiterer Hinweis, dass den Nor-

derivaten 1J5, Vi. und 20 am C(13) die (natürliche) a-Konfi¬

guration zukommt.

Die IR-Spektren (CHC1,) des 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnor¬

cobesters unterscheiden sich untereinander und vom IR-Spek-

trum des Cobesters einzig im Bereich der Chromophorbanden

(1500-1600 cm ), wobei zwischen den Spektren des 5-Nor- und

15-Norcobesters keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden können (Abb. 6).

Art

IT

i _i_

1600 1500

Cobester

(1)

1600 1500

5-Norcob-

ester (19)

_1_ _1_

1600 1500

15-Norcob¬

ester (20)

ni'
4- k
I

[ 1
i i

1600 1500 cm

5,15-Bisnor¬
cobester (18)

Abb. 6
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- In Tabelle 2 sind einige H-NMR-Daten (CgDg, 300 MHz) des

5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcobesters denjenigen des Cob¬

esters gegenübergestellt (Signallage in ppm bzgl. TMS=0).

Die 3 olefinischen Protonensignale des 5,15-Bisnorcobesters

(18) wurden durch Positionsvergleich mit den Signalen von

1,12 und 20 zugeordnet (vgl. Abb. 7 auf S. 31).

Die vorliegende Zuordnung deckt sich mit derjenigen, welche

W. Fuhrer /37/ an den Isomeren des totalsynthetischen 5,15-

Bisnorcobester-c-dimethylamid-f-nitrils getroffen hatte.

H3C-C(5) H3C-C(15) H-C(5) H-C(10) H-C(15)

Cobester (1) 2,06
1}

2,18
1}

5,69

5-Nor-

cobester (19) 2,21 5,86 5,74

15-Nor-

cobester (20) 2,08 5,69 5,59

5,15-Bisnor¬
cobester (18) 5,92 5,74 5,67

Tabelle 2

- Tabelle 3 zeigt ausgewählte JC-NMR-Daten (CDC13> 75 MHz)

der Norcobester-Verbindungen (Signallage in ppm bzgl. TMS=0).

H3C-C(5) H3C-C(15) C(5) C(10) C(15)

Cobester (1) 15,86 15,25 103,59 91,20 102,20

5-Nor-

cobester (19) 15,50 94,23 91,07 103,59

15-Nor-

cobester (20) 15,97 104,77 91,26 91,87

5,15-Bisnor¬
cobester (18) 95,28 91,64 92,53

Bemerkenswert ist, dass das C(5) des 5-Norcobesters bei deut¬

lich tieferem Feld in Resonanz tritt als das C(15) des 15-

Norcobesters.

Zuordnungen nach A.R. Battersby et al. /34/.
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JL

H-C(IO)

6 5,69 ppm

S
H-C(IO)

H-C(15)

J 1_

6 5,69 ppm

20

CH

5|
3

Co —H
10

isl
CH 3

H-C(5)
H-C(IO)

J L_

6 5,74 5 ppm

H-C(5)

6 5,74 5 ppm

19

18

Abb. 7 : Ausschnitte aus den H-NMR-Spektren (CgD,, 300 MHz)

von Cobester (1), 15-Norcobester (20), 5-Norcobester

(19) und 5,15-Bisnorcobester (18).
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2.3.4 Säurekatalysierte H/D-Austauschversuche am 5,15-Bisnor¬

cobester (18)

Ein Charakteristikum aller bisher in der Natur aufgefundenen

Corrine ist das Vorhandensein von Methylgruppen an den meso-

Positionen 5 und 15. Zur Durchführung von elektrophilen Substi¬

tutionsreaktionen an diesen beiden Stellen ist man deshalb auf

Norcorrine angewiesen, die entweder totalsynthetisch oder durch

Demethylierung natürlicher Corrine und ihrer Derivate herzustel¬

len sind.

Bei Modellcorrinen wurden elektrophile Substitutionsreaktionen

am C(5), C(10) und C(15) in der Gruppe von A. Eschenmoser /18,

25, 38/ im Hinblick auf die Einführung der beiden meso-Methyl¬

gruppen bei der Totalsynthese der Cobyrsäure untersucht.

E.L. Winnacker /38/ zeigte anhand säurekatalysierter Deuterium¬

austauschversuche am synthetischen Corrin ZI, dass das C(5) die

elektrophilere Stelle ist als das C(10).

H ch,ch,

21

Bis jetzt wurden - sieht man von der Alkylierung des 5,15-Bis-

norcobester-c-lacton-f-nitrils mit Chlormethylbenzyläther bei

der Totalsynthese der Cobyrsäure ab, bei welcher das C(10) je¬

doch durch Lactonbildung am C(8) sterisch abgeschirmt wurde -

keine Reaktivitätsstudien an 5,15-Bisnorcorrinen mit "natürli¬

chen" Seitenketten durchgeführt.

Dies veranlasste uns, säurekatalysierte Deuteriumaustauschver¬

suche am 5,15-Bisnorcobester (18) zu unternehmen.
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eines Cyanidliganden an, wobei wahrscheinlich der Trifluorace-

tato-cyano-Komplex entstanden war. Der sehr rasch erfolgende

Ligandenaustausch verunmöglichte die Durchführung der H/D-Aus¬

tauschversuche im NMR-Röhrchen, da die Zuordnungen der 3 ole-

finischen Protonen des 5,15-Bisnorcobesters (lj$) nur in der

Dicyano-Form bekannt sind (vgl. S. 30 und 31).

Zur Abstoppung der Reaktion wurde die orange Lösung auf cyanid-

haltigen Phosphatpuffer (pH 8) gegossen und die deuterierte

Verbindung nach Isolierung H-NMR-spektroskopisch analysiert.

Der prozentuale H/D-Austausch an den 3 meso-Positionen wurde

durch Integration der olefinischen Protonensignale und Ver¬

gleich mit dem Integral des Protons am C(19) ermittelt, wel¬

ches in CgD, bei 3,98 ppm als Dublett (J=10,3 Hz) auftritt

und mit CF3C00D nicht ausgetauscht wird.

In Tabelle 4 sind die aus 3 verschiedenen Experimenten erhal¬

tenen Werte festgehalten.

Reaktionszeit

2 Min. 3 Min. 5 Min.

C(5)-H 69% 76% 83%

C(10)-H 62 % 67% 79%

C(15)-H 44% 55% 69%

Tabelle 4 : Austausch von H gegen D (±5%) an den 3 meso-

Positionen bei Reaktion des 5,15-Bisnorcobesters

(18) mit CFjCOOD in CC14 (10 Vol%).

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich ist, zeigen die meso-Stellungen

des 5,15-Bisnorcobesters (lj$) gegenüber CFjCOOD in Tetrachlor¬

kohlenstoff folgende Reihenfolge der Reaktivität: C5?cxo>C15
Die beobachteten Unterschiede waren zwar gering, konnten je¬

doch reproduziert werden.

Dieses Resultat ist insofern interessant, als HMO-Berechnungen

von R. Reese /12/ ergaben, dass das C(5) und C(15) von Cobalt-

Corrinen gegenüber Elektrophilen reaktivere Stellen sein soll¬

ten als das C(10)-und zwar unabhängig von der Art der Axial¬

liganden.
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2.3.5 Oxidation von Cobester (1) mit Selendioxid

1 8
Auf der weiteren Suche nach einem präparativen Zugang zum A -

Didehydrocobester (5_) wurde auch die Einwirkung von Selendioxid

auf den Cobester (1_) untersucht, zumal das Verhalten des Corrin-

Liganden gegenüber diesem Oxidationsmittel in der Literatur

noch nicht bekannt war.

Bei Umsetzung von Cobester Q) mit Selendioxid in Benzol (90 C,

24 Stunden) erhielt man nach Aufarbeitung und Chromatographie

an Kieselgel eine kristalline Verbindung (Ausbeute 68%), welche

sich nach dünnschichtchromatographischem Verhalten, UV/VIS-,

IR- und 300-MHz- H-NMR-Spektrum mit einer authentischen Probe

des Cobester-c-lactons (15) /18/ als identisch erwies.

H3CO,C
h3co2c

h3co2c

H3C02C

H,C02C

H,CO,C

CO,CH3

15

Die Reaktion von Cobester (1_) mit Selendioxid führte zwar wie-

1 8
derum nicht zur erhofften Bildung des A -Didehydrocobesters

(5_) , zeigte jedoch einmal mehr die bevorzugte Oxidierbarkeit

des Corrin-Liganden am C(8).
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Einige Jahre später wurde der Abbau des Corrin-Ringes in der

Gruppe von A. Eschenmoser wieder aufgegriffen. T. Bogard /42/

isolierte nach Ozonolyse von Cobester (1_) in Methanol bei

-78 C und oxidativer Aufarbeitung mit Wasserstoffperoxid die

Ring-B- und Ring-C-Succinimide 1^ und 2J_ (Schema 14), welche

zur Verknüpfung der absoluten Konfiguration von Zwischenstu¬

fen bei der Totalsynthese der Cobyrsäure herangezogen wurden

/43/.

H3CO,C

H3C02C

H3C02C

CO,CH,

C02CH3

28
27

Schema 14

M. Imfeid /44/ vervollständigte den ozonolytischen Abbau von

Cobester (1_) mit der Isolierung des AD-Fragmentes 2J5 (Schema

14).

Bei Umsetzung des 10-Bromcobesters mit 2 Aequivalenten Ozon

bei -78 °C in Methylacetat und reduktiver Aufarbeitung erhiel¬

ten H.H. Inhoffen und Mitarbeiter /45/ das Bisacetyl-AD-Frag-

ment V). und das BC-Fragment 30 (Schema 15).

Das Abbauprodukt 2j), welches sich von 18^ lediglich durch eine

zusätzliche Acetylgruppe am Ring A unterscheidet, ist neuer¬

dings durch Singlett-Sauerstoff-Oxidation von Cobester (1) in

hohen Ausbeuten zugänglich /46/.



-38-

H3C02C

10-Brom¬

derivat von 1

^s CH3

H:coJc--w'\^0
,X A II

H3c' V>

H

H3C-''T

jCOjC' V^^-y*

h3c-n i
V CH3

CO,CH3

29

Schema 15

Die Umsetzung des AD-Fragmentes ^8_ mit Distickstofftetroxid

zum N-Nitrosolactam 3_1 und anschliessende Photolyse ermögli¬

chte M. Imfeid /44/ die Herstellung des Ring-A-Enamides 32

(Schema 16).

Diese Abbausequenz wurde von M. Irafeld /44, 47/ erfolgreich

für die Strukturermittlung von Faktor I und in der vorliegen¬

den Arbeit für einen chemischen Strukturbeweis von Faktor III

eingesetzt (Kap. 4.2.1).

28

H3COjC

H3C02C

H3C02C

H3CO,C
J
COjCHj

X A

H3C V-NH

H,C

32

31

Schema 16

Bis anhin war noch kein Ring-D-Abbauprodukt des Vitamins B1~
bekannt.
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3.2. Eigene Arbeiten

3.2.1 Herstellung von neuen, die Ringe A und D enthaltenden

Abbauprodukten

Im Hinblick auf die Herstellung eines Ring-D-Fragmentes ent-

schloss man sich, vorerst die Acetylgruppen der bekannten AD-

Fragmente 2Ü und 29. zu entfernen. Die Azaenon-Gruppierungen

dieser beiden Verbindungen lassen sich von der Reaktivität

her mit a-Diketonen vergleichen. Aus Arbeiten von P. Karrer

/48/ ist bekannt, dass Ot-Diketone mit Persäuren in einer

Baeyer-Villiger-Umlagerungsreaktion zu Anhydriden oxidiert

werden.

Bei Behandlung des Bisacetyl-AD-Fragmentes 29_ mit 2,2 Aequiva-

lenten meta-Chlorperbenzoesäure in Chloroform (40 Minuten,

Raumtemperatur) und anschliessender Filtration des Reaktions¬

gemisches durch Alox isolierte man in 95 % Ausbeute eine ein¬

heitliche Verbindung, deren spektroskopische Daten mit denen

übereinstimmten, welche von M. Imfeid /44/ für das AD-Fragment

28 beschrieben worden sind.

H3co2c H3co2c

h3co2c H3C02C

29 28

Schema 17
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Die Oxidation der in 2f5 verbleibenden Azaenon-Gruppierung mit

3,5 Aequivalenten m-Chlorperbenzoesäure in Chloroform verlang¬

te eine Reaktionsdauer von 3 Tagen und ergab nach Chromatogra¬

phie an Kieselgel als Hauptprodukt ein farbloses Oel (Ausbeute
1 13

45%), bei dem es sich laut H-NMR- und C-NMR-Spektrum um

das noch unbekannte Dilactam 3_3 handelte. Zusätzlich fiel eine

kristalline Verbindung in 11 % Ausbeute an.

kristalline

Verbindung

28 33

Schema 18

Das Molekulargewicht des Dilactams 3_3 konnte massenspektrosko-

pisch nicht bestimmt werden, da sich dieses bereits bei der

Probenzuführung im Massenspektrometer in die bei der obigen

Reaktion als Nebenprodukt isolierte Verbindung umwandelte.

Die präparative Umwandlung des Dilactams 3_3 in die kristalline

Verbindung liess sich einfach durch mehrwöchiges Stehenlassen

in Methylacetat durchführen.

Die kristalline Verbindung weist nach Massenspektrum ein Mole¬

kulargewicht von 494 auf, welches um 32 niedriger liegt als das

für Verbindung 3_3 errechnete Molekulargewicht. Offensichtlich

geht die Bildung der kristallinen Verbindung aus dem Dilactam

33 mit einer Abspaltung von Methanol einher. In Uebereinstim-

mung damit treten im H-NMR-Spektrum (CDClj, 300 MHz) der kri¬

stallinen Verbindung nur 3 Signale für Methoxycarbonylgruppen

(gegenüber 4 Signalen von 3_3) sowie 1 Signal für das NH-Proton

h3co2c

h3co,c

H3C02C

h3co2c
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einer Lactam-Funktion (gegenüber 2 Signalen für NH-Protonen

von 3_3) auf.

Das IR-Spektrum (CHC1,) der kristallinen Verbindung zeigt ne-
i

_x
ben einer Lactam-Bande bei 1703 cm und einer Ester-Bande bei

1731 cm eine starke Absorption bei 1776 cm ,
welche für

Fünfring-Imide diagnostisch ist. Aufgrund dieser spektrosko¬

pischen Daten lassen sich für die kristalline Verbindung die

2 plausiblen Strukturen 34 und 35 formulieren.

C02CH3

C02CH3

C0,CHj H3CO,C
) CH3°

34 35

Das Imid (3_4 oder 3_5) wurde mit Natriumborhydrid in Methanol

in Anlehnung an eine Vorschrift von W.N. Speckamp /49/ zu einem

Hydroxylactam reduziert (Ausbeute 66%), welches laut H-NMR-

13
und C-NMR-Spektrum einheitlich war.

Im H-NMR-Spektrum (Pyridin-dc, 300 MHz) dieses Hydroxylactams

geben das Methinproton der Halbaminal-Funktion und zwei benach¬

barte Methylenprotonen zu einem ABX-System Anlass (AB-Teil bei

1,80 und 1,97 ppm mit J.R = 15 Hz, J.x = 4 Hz und JR„S 1 Hz ;

X-Teil bei 5,78 ppm). Das Auftreten dieses ABX-Systems zeigt,

dass die Reduktion des Imids an der Carbonylgruppe des sechs-

gliedrigen Ringes stattgefunden hat und dass dem Hydroxylactam

die Struktur 3_6 zukommen muss. Die Struktur 3_7 lässt sich für

das Hydroxylactam ausschliessen, da die zur Halbaminal-Funktion

a-ständigen Methylenprotonen im H-C(18) einen zusätzlichen

Kopplungspartner aufweisen.

Das kristalline Imid, welches bei der Baeyer-Villiger-Oxidation

des AD-Fragments 2J5 anfällt
,
besitzt demzufolge die Struktur

34.
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CO,CH3

C02CH3

C02CH3 H3CO,C
) CH3°

36 37

Die kleinen Kopplungskonstanten des Protons am anomeren C-Atom

des Hydroxylactams 3_6 zeigen, dass die Hydroxygruppe eine axiale

Lage einnimmt. Daraus lässt sich jedoch die Konfiguration des

die Hydroxygruppe tragenden Zentrums von 3J> nicht ableiten, da

die konformative Flexibilität des Sechsringes durch die cis-

Verknüpfung mit dem Ring A nicht eingeschränkt wird.

Die Umsetzung des Hydroxylactams 3J> mit HCl (g) in Methanol er¬

gab eine Verbindung (Ausbeute 69%), welche nach Massenspektrum

ein um 18 Einheiten kleineres Molekulargewicht aufweist als das

Edukt. Im UV-Spektrum (CH-,OH) besitzt die neue Verbindung ein
>

X
Absorptionsmaximum bei 236 nm (log £ = 4,19) und im H-NMR-Spek-

trum (CDC1, 300 MHz) treten 2 olefinische Protonensignale bei

4,75 ppm (Dublett,J = 8 Hz) und 6,71 ppm (Dublett, J = 8 Hz) auf.

Diese spektroskopischen Daten zeigen, dass eine Dehydratisierung

des Hydroxylactams 3_6 zum Enamid 3_8_ stattgefunden hat.

C02CH3 co2ch3 CO,CH3

C02CH3

C02CH3

C02CH3

C02CH3

34 36 38

Schema 19
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Das Imid 3_4 stellt das bisher einzige kristalline Ring-AD-

Abbauprodukt des Vitamins B1, dar. Es enthält nicht weniger

als 6 benachbarte Chiralitätszentren und ist dem ß-Corrnor-
steron 3J) strukturell sehr ähnlich, welches bei der Totalsyn¬

these des Vitamins B,~ von R.B. Woodward 181 eine zentrale

Position beim Aufbau der AD-Hälfte des Corrin-Liganden inne

hatte.

COjCH3

CO,CH3

39



-44-

3.2.2 Herstellung eines Ring-D-Abbauproduktes

Mit dem Dilactam 3_3 in Händen konnte nun die Spaltung der Cd),

C(19)-Bindung versucht werden. Dazu wurde 3_3 mit Distickstoff-

tetroxid in Tetrachlorkohlenstoff zu einem nicht weiter cha¬

rakterisierten N,N-Dinitrosolactam 40 umgesetzt, welches in

Benzol bei Raumtemperatur photolysiert wurde. Dabei isolierte

man das bereits bekannte Ring-A-Enamid 3_2 /44, 57/ sowie polare,

nicht näher untersuchte Produkte.

Glücklicherweise wurde in einem andern Ansatz das rohe Photo-

lyseprodukt einer Destillation unterworfen. Nach Chromatogra¬

phie auf Kieselgel Hess sich zusätzlich ein farbloses Oel

( [a] n
=-43,5°) gewinnen, dessen spektroskopische Daten ein¬

deutig zeigten, dass das Ring-D-Enamid 41_ vorlag.

C02CH3

HjCOjC

H3co2c

HjCOjC

H3COaC

COjCH3

33

H3C02C f

Schema 20

41 (15%)

So tritt im Massenspektrum das Molekülion bei 255 auf, was mit

der Summenformel C. „H, 7N0,- für 41 in Einklang steht.

Im UV-Spektrum (Methanol) zeigt das Ring-D-Enamid 4_1 ein Ab¬

sorptionsmaximum bei 255 nm (logt =3,52). Als besonders aus-

113

sagekräftig erweisen sich das H-NMR- und das C-NMR-Spektrum.

Im 1H-NMR-Spektrum-Spektrum (CDClj, 300 MHz) von 41 erscheint

das olefinische Proton bei 6,52 ppm als Quartett (J=l,6 Hz).



-45-

Als Kopplungspartner treten das NH der Lactam-Funktion, welches

bei 7,5 ppm zu einem breiten Signal Anlass gibt, und die Methy¬

lenprotonen der Methoxycarbonylmethylgruppe auf, die ihrerseits

isochron sind und bei 3,06 ppm als Dublett (J=l,6 Hz) in Reso¬

nanz treten. Die Kopplungskonstante von 1,6 Hz stellt einen

typischen Wert für eine allyllsche Kopplung dar.

13
Das C-NMR-Spektrum (CDCI3, 25 MHz) von 41 zeigt zwei Signale

für olefinische C-Atome bei 118,5 ppm (Singlett) und 125,0 ppm

(Dublett).

3.2.3 Synthese von racemischem Ring-D-Enamid 41

Zur Bestätigung der Struktur des Ring-D-Enamides 41 wurde eine

Synthese der entsprechenden racemischen Verbindung ausgeführt

Ein synthetisches Produkt könnte zudem auch als Verdünnungsma¬

terial nach Abbau von radioaktiv markiertem Cobester H) ein¬

gesetzt werden.

Das Konzept zur vorliegenden Synthese ging auf eine Arbeit von

M. Conrad und K. Hock /50/ aus dem Jahre 1899 zurück, wonach

der 4-Brom-2,2-dimethyl-3-oxo-buttersäureäthylester (4^) mit

alkoholischem Ammoniak zum 3,3-Dimethyl-pyrrolidin-2,4-dion

(43) cyclisiert. Es war zu erwarten, dass das Ketolactam 47

auf analoge Weise aus dem noch unbekannten 2-Bromacetyl-2-

methyl-pentandisäure-l-äthylester-5-methylester (46) zugänglich

o o

Brv"xJ^oc-Hi
/~~NH

°=A t

42 43

A"*NH

COjCH3

47

In Zusammenarbeit mit R. Nussberger /51/ (Diplomarbeit, ETH

Zürich, 1980).
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sein sollte und dass die Ketogruppe am C(4) von 47 die Einfüh¬

rung der Methoxycarbonylmethyl-Gruppe mit einer Reformatsky-

oder Wittig-Reaktion erlauben sollte.

Schema 21 zeigt die dreistufige Reaktionsfolge, welche die

problemlose Herstellung von grösseren Mengen des Ketolactams

47 ermöglichte.

o o
H2OCH-C02CH3 /

o o
II fl t-BuOK / t-BuOH jj jj

-^Y^OC.H, - -^S^\0C2HS
H3C )

CH3
77 1

NC02CH3

44 45

/s"*NH

h3c-^t

CO2CH3

NH3 /

CHjOH

35% bzgl.

45

Br

Br2 / CHC13

o o

\r-r\ t

XO2CH3

47 46

Schema 21

Käuflicher 2-Methyl-acetessigsäureäthylester (44_) wurde mit

Acrylsäuremethylester in t-Butanol und Gegenwart katalytischer

Mengen Kalium-t-Butylat zum Ketodiester 4_5 umgesetzt. Reaktion

von 4_5 mit Brom in Chloroform bei 40 C ergab das Ot-Bromketon

46, welches ohne weitere Reinigung mit Ammoniak in Methanol

ins kristalline Ketolactam 47 umgewandelt wurde.

Die Verbindung 47 zeigt im IR-Spektrum (CHC1,) neben Banden bei

-1
—

-1
1704 cm (Lactam) und 1734 cm (Ester) eine Absorption bei

1772 cm"
,
welche der Fünfring-Ketocarbonylgruppe zuzuordnen

ist. Im H-NMR-Spektrum (CDCl,, 300 MHz) von 47 erscheinen die

Methylenprotonen am C(5) als scharfes Singlett bei 3,91 ppm.
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Die nun folgende Einführung der Methoxycarbonylmethyl-Gruppe

am C(4) des Ketolactams 47 bereitete etwelche Schwierigkeiten

1511. Bei Behandlung von 47_ mit Zink und Bromessigsäuremethyl¬

ester in siedendem Benzol isolierte man das Edukt wieder zu¬

rück. Auch bei einer Variante der Reformatsky-Reaktion nach

M.W. Rathke und A. Lindert /52/ wurde keine Umsetzung beobach¬

tet. In der Folge gelang zwar die Addition des Lithiumenolates

von Essigsäure-t-butylester /53/ an die Ketogruppe von 47,

doch liess sich der gebildete /5-Hydroxyester 48_ - nach Spaltung

der t-Butylestergruppe mit Trifluoressigsäure und Veresterung

der freigesetzten Carboxylgruppe mit Diazomethan - nur in gerin¬

gen Ausbeuten und zum unerwünschten Isomeren 49_ dehydratisie-

ren /51/.

(CH3)3C02C OH/-NH "^^v/^NH

^V* "~- »^*V°
COjCH, COjCH3 COjCH3

47 48 49

Eine Wittig-Reaktion mit Methoxycarbonylmethylenphosphoran /54/

in siedendem Toluol, welche zuerst am 3,3-Diäthyl-pyrrolidin-

2,4-dion (5_0) ausprobiert wurde, brachte ebenfalls keinen Er¬

folg. Im Anschluss an eine persönliche Mitteilung von K. Grub-

mayr 1551, wonach das 3,3-Dimethyl-pyrrolidin-2,4-dion (43) mit

Methoxycarbonylmethylenphosphoran unter den gleichen Bedingun¬

gen in guten Ausbeuten das Wittig-Produkt _51_ ergibt, wurde eine

entsprechende Umsetzung auch am Ketolactam 4_7 versucht.

/~~~I4H

JcV"0
C2H!nS

+

50 -Vv. ^C°2CH3

^ ^
CH3

43 51

CHj
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Unsere Erwartungen erfüllten sich, spielte diese Wittig-Reaktion

doch das Ring-D-Enamid 41 direkt in die Hände. Eintägiges Erhit¬

zen des Ketolactams 47 mit Methoxycarbonylmethylenphosphoran

in Toluol auf 130 C lieferte nach Abtrennung von Triphenylphos-

phinoxid und nicht umgesetztem Phosphoran auf Alox ein Oel, das

sich durch Chromatographie an Kieselgel in 2 kristalline Ver¬

bindungen auftrennen liess.

Die in 7 % Ausbeute isolierte, apolarere Verbindung war im DC,

in den UV-, IR-, 1H-NMR-, 13C-NMR- sowie MS-Spektren vom links¬

drehenden Enamid 4^, welches durch Abbau des Cobesters (D er¬

halten worden war, nicht zu unterscheiden.

Bei der als Hauptprodukt isolierten, polareren Verbindung (Aus¬

beute 41 %) handelte es sich aufgrund der spektroskopischen Da¬

ten um das eigentliche Wittig-Produkt 4£ (Schema 22).

hPA hPA + h^cV*
COjCH3 C02CH3 C02CH3

47 49 41

Schema 22

So absorbiert die Verbindung 49^ im UV-Spektrum (CH30H) bei 224

nm (log 6=3,92), was mit dem Chromophor eines ß, ß -disubstitu-

ierten o,ß -ungesättigten Esters vereinbar ist. Im IR-Spektrum

von 49 tritt neben einer breiten Bande bei 1720 cm (Lactam-

und Ester-Carbonyl) eine starke Absorption bei 1670 cm auf,

welche der mit der Methoxycarbonylgruppe konjugierten Doppel¬

bindung zuzuordnen ist. Sowohl das durch Abbau des Cobesters

Q) erhaltene Ring-D-Enamid 4kL als auch das synthetische Pro¬

dukt (±)-41 weisen im IR-Spektrum lediglich eine breite Bande

bei 1724 cm auf.

Im 1H-NMR-Spektrum (CDCl,, 300 MHz) des Wittig-Produktes 4j)

(vgl. Abb. 8 auf Seite 50) erscheint das Signal des olefini-

schen Protons als verdoppeltes Triplett bei 5,85 ppm (J=2,65
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CHC1.

H3C02C /-NH

H3C-T

(t)-49 CO»CH3

1 0 ppm

H3CO,C/^NH

(t)-41 COäCH,

0 ppm

Abb. 8 : ^-NMR-Spektren (CDCl-j, 300 MHz) von (±)-49 (oben)

und (±)-41 (unten).
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4. ZUR BIOSYNTHESE VON VITAMIN B

4.1. Uebersicht

Seit mehr als 25 Jahren beschäftigen sich zahlreiche Forschungs¬

gruppen mit dem Bildungsmodus des Vitamins B,y. Trotz enormen

Anstrengungen bleiben immer noch einige wichtige Schritte uner¬

kannt, welche in Mikroorganismen zur Bildung dieser einzigarti¬

gen Substanz führen.

Nachfolgend soll ein kurzer Ueberblick über den Stand der Bio¬

syntheseforschung des Vitamins B,~ gegeben werden, wie er sich

bei Aufnahme der vorliegenden Arbeiten (Frühjahr 1979) präsen¬

tierte. Weitere Einzelheiten lassen sich zahlreichen Uebersichts-

artikeln entnehmen, z. Bsp. /58/.

Pionierstudien von D. Shemin /59/ und S. Schwartz /60/ in der

zweiten Hälfte der fünfziger Jahre ergaben, dass Corrine in der

6-Aminolävulinsäure (6-Ala) (5_2) und im Porphobilinogen (PBG)

(53) die gleichen Bausteine besitzen wie alle natürlichen Por¬

phyrine (Schema 24). D. Shemin /61/ zeigte zudem, dass minde¬

stens 6 der 8 Methylgruppen an der Peripherie des Corrin-Ligan¬

den von Methionin abstammen und dass eine der beiden am C(12)

gebundenen Methylgruppen aus 6-Ala herrührt. Die fehlenden

spezifischen Abbaumethoden für den Corrin-Ring verunmöglichten

damals jedoch eingehendere Untersuchungen.

Anfangs der siebziger Jahre setzten in mehreren Laboratorien

wieder intensive Arbeiten ein und die Arbeitsgruppe von A.l.

Scott /62/ konnte als erste den Beweis für die schon längere

Zeit geäusserte Hypothese /63/ erbringen, dass das Uro'gen III

(54) nicht nur ein Vorläufer für alle natürlichen Porphyrine,

sondern auch für den Corrin-Ring des Vitamins B,„ darstellt

(Schema 24). A.l. Scott /62/ konnte mit ruhenden Zellen von P.

shermanii und relativ grossen Mengen an Uro'gen III (5_4) den

Einbau dieser Verbindung in Vitamin B-. ~ nachweisen. Zuvor hat¬

ten Einbauversuche mit C markiertem Uro'gen III (5_4) in wach¬

sende Zellen von P. shermanii, welche von G. Müller 1971 /64/

und von B. Franck 1972 /6 5/ durchgeführt worden waren, fehlge¬

schlagen.
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C02H
^C02H

CO'H COjH ^.C02H r—Cl

HO,C/rVNH HN~
-C02H

JJ—NH HN—\^

"**
H02C
S^^Y C02H

H02C COjH

52 53 54

Porphyrine Corrine

Schema 24

Der endgültige Durchbruch wurde mit Zellextrakten von P. sher-

13 14
manii und C. tetanomorphum erzielt, welche mit C- und C-

markiertem Uro'gen III (5_4) gute Einbauraten ermöglichten /66,

67, 68/.

Die negativen Resultate von G. Müller und B. Franck können im

nachhinein damit erklärt werden, dass grosse Moleküle wie Uro'¬

gen III (5_4) die Zellwände von intakten Bakterien nicht mehr

passieren können. Zellextrakte von P. shermanii und C. tetano¬

morphum, welche in letzter Zeit sehr oft für biosynthetische

Untersuchungen verwendet wurden, produzieren jedoch nur Cobyrin¬

säure (j>J>) und kein Vitamin B. „ 1661. Dies bedeutet jedoch keine

Einschränkung, da man durch die Arbeiten von K. Bernhauer /69/

weiss, dass die Cobyrinsäure (5_5) ein Zwischenprodukt in der

Biosynthese von Vitamin B, darstellt.

In den letzten Jahren haben sich die Bemühungen zur Aufklärung

der Vitamin-B,.-Biosynthese nun hauptsächlich auf die Umwand¬

lung von Uro'gen III (5_4) in die Cobyrinsäure (5_5) konzentriert,

wobei der Uebergang vom porphinoiden ins corrinoide Ligandsy-

stem im Vordergrund des Interesses steht.

Die Biosynthese des Uro'gens III (5_4), die in den letzten Jah¬

ren ebenfalls Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war (Ueber-
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sicht in 1101) und die Umwandlung der Cobyrinsäure (5_5) in das

Coenzym B,- (Uebersicht in IUI) sollen hier nicht behandelt

werden.

Die Biosynthese der Cobyrinsäure (55)

Die biologische Umwandlung von Uro'gen III (54) in die Cobyrin¬

säure (^5_) lässt sich in folgende Schritte zerlegen:

a) Einführung von (mindestens) 7 Methylgruppen

b) Decarboxylierung der Acetatkette am C(12)

c) Ausbildung der direkten Verknüpfung der Ringe A und D

d) Reduktion der Zahl der Doppelbindungen von 8 (Uro'gen III)

auf 6 (Corrin-Ring)

e) Einbau von Cobalt in den Liganden

co2h HOjC

HOjC

CO,H

HOjC

H02C

C02H

54 55

In den letzten zehn Jahren gewann man einige Einblicke - vor

allem mechanistischer Art - in die dabei ablaufenden Prozesse.

Ueber die Reihenfolge dieser Umwandlungen konnte man lange Zeit

nur wenig aussagen, was sich aber mit der Isolierung von Zwi¬

schenstufen änderte (siehe später).

Der Corrin-Ring des Vitamins B, ~ unterscheidet sich vom Porphy¬

rin-Ring des Häms und vom Chlorin-Ring des Chlorophylls wesent¬

lich dadurch, dass er an der Peripherie zusätzliche Methylgrup¬

pen trägt. Diesen Methylierungsprozessen kommt deshalb grosse

Bedeutung bei der Biosynthese der Cobyrinsäure (5_5) zu.



54

Seit 1972 weiss man, dass mit Ausnahme einer Methylgruppe am

Ring C, welche durch Decarboxylierung der entsprechenden Essig¬

säurekette entsteht, sämtliche Methylgruppen des Corrin-Ligan¬

den aus Methionin stammen. Insbesondere gelang D. Shemin IUI,

A.l. Scott /73/ und A.R. Battersby /74/ der Nachweis, dass dies

auch für die Methylgruppe am Cd) zutrifft. Die chemisch nahe¬

liegende und vor 1972 akzeptierte Hypothese von D. Shemin 1611,

die Methylgruppe am Cd) gehe aus dem C(20) von Uro'gen III

(54) hervor, musste damit aufgegeben werden. Zugleich stand

auch fest, dass das C(20) von Uro'gen III (5_4) auf dem Weg zur

Cobyrinsäure (55) verloren gehen muss.

Zur Illustration sollen die Experimente von D. Shemin IUI,

welche zu diesen wichtigen Resultaten führten, kurz erläutert

werden (Schema 25). Inkubation von [5- c]6-Ala (5_2) in wachsen¬

de Zellen von P. shermanii führte zur Bildung von Vitamin B,,
13 2

(56), dessen C-NMR-Spektrum 7 stärkere Signale für sp -Kohlen¬

stoffatome (C=C und C=N), aber kein verstärktes Signal für eine

13
Methylgruppe zeigte. In Uebereinstimmung damit wies das C-

NMR-Spektrum des Dicyanocobalamins (5_7), welches biosynthetisch

aus [Methyl- CJMethionin (5_8) gewonnen worden war, 7 angereicher¬

te Methylgruppensignale - inklusive das HßC-Cf1)-Signal - auf.

CONH2

,co2H

52

HjC"^
C02H

H»N0C

NH,

\ CONH2

58 •,A=13c 56 X = R

57 X = CN

R = Nukleotid

kette

Schema 25
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Nach A.R. Battersby /74/ und A.l. Scott /75/ nimmt die durch

Decarboxylierung entstehende Methylgruppe am C(12) die pro-S-

Lage ein. A.R. Battersby et al. /76/ zeigten zudem, dass die

Decarboxylierung mit Retention abläuft.

M. Imfeid /44, 77/ gelang in unserem Laboratorium der Nachweis,

dass die Methylgruppen von Methionin auf alle 7 Positionen des

Liganden intakt (ohne Protonenaustausch mit der Umgebung) über¬

tragen werden. Das gleiche Resultat erhielten in unabhängigen

Arbeiten auch die Gruppen von A.R. Battersby /78/ und A.l. Scott

1191. M. Imfeid /44/ fand überdies, dass die Uebertragung der

Methylgruppen von S-Adenosylmethionin auf die Positionen 5, 7

und 12 mit Inversion (SN.-Prozess) abläuft.

A.l. Scott und Mitarbeiter /80/ haben 1977 nach Inkubation von

[5,15,20- c] Uro'gen III (5_4) mit zellfreien Systemen von P.

shermanii radioaktiven Formaldehyd nachgewiesen, welcher stö-

chiometrisch der gebildeten Menge Cobyrinsäure (5_5) entsprach.

Dies war ein Hinweis darauf, dass das C(20) von Uro'gen III

(54) im Laufe der Biosynthese der Cobyrinsäure (5_5) als Form¬

aldehyd eliminiert wird. Zwei Jahre später wurde dieses Resul¬

tat mit der Isolierung eines am C(20) methylierten Zwischen¬

produktes in Frage gestellt und dann auch korrigiert (vgl.

später).

Der Art des ausgeschiedenen Fragmentes kommt insofern grosse

Bedeutung zu, als der dabei ablaufende Prozess im Zusammenhang

mit der Ausbildung der direkten Ring-AD-Verknüpfung zu sehen

ist. Je nach Oxidationszustand des abgehenden Fragmentes geht

dies zugleich mit einer Reduktion des Ligandsystems einher

(Punkt d) auf Seite 53).

Ueber den Zeitpunkt und Mechanismus (enzymatische Steuerung?)

des Cobalteinbaus in den Liganden weiss man noch wenig Bescheid.

Das Auftreten von metallfreien Corrinen in phototrophen Bakte¬

rien /81/ und der Umstand, dass das zentrale Cobalt-Ion aus

natürlichen Corrinen noch nicht entfernt werden konnte 1351,

deuten darauf hin, dass das Cobalt erst nach Ausbildung der

Corrinstruktur eingeführt wird.
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Neue Impulse für die Biosyntheseforschung der Cobyrinsäure (55)

brachte die Isolierung methylierter Hydroporphyrine in mehreren

Arbeitsgruppen. Da die zur Verfügung stehenden Substanzmengen

kaum mehr als 1 Milligramm betrugen, war die Strukturaufklärung

dieser Verbindungen sehr erschwert.

FAKTOR I

G. Müller und Mitarbeiter /82/ isolierten 1977 aus Zellextrak¬

ten von C. tetanomorphum ein grünes Pigment, dessen UV/VIS-

Spektrum die typischen Merkmale eines Chlorin-Spektrums auf¬

wies. Da bei Inkubation von 6-Ala und [Methyl- CJS-Adenosyl-
methionin Radioaktivität in die neue Verbindung eingebaut wur¬

de, lag die Vermutung nahe, dass ein methyliertes Dihydropor-

phyrin vorlag. Mittels Felddesorptions-Massenspektroskopie

Hessen sich folgende strukturelle Einzelheiten ableiten:

- Das Molekülion des Methylesters der grünen Verbindung er¬

schien bei 958, was der Masse eines einfach methylierten

(deshalb der Name Faktor I) Dihydro-uroporphyrin-octame-

thylesters entspricht.

- Das Vorliegen einer Methylgruppe wurde dadurch bestätigt,

dass nach Inkubation von |CDols-Adenosylmethionin gewon¬

nener Faktor-I-methylester ein um 3 Masseneinheiten hö¬

heres Molekülion aufwies.

- Der Aethylester von Faktor I zeigte gegenüber dem entspre¬

chenden Methylester ein um 112 Einheiten erhöhtes Molekül¬

ion. Bei Faktor I muss es sich demzufolge um eine Octa-

säure (wie Uro'gen III) handeln. Dieser Sachverhalt wurde

durch elektrophoretische Studien bestätigt.

In der Vermutung, dass Faktor I ein oxidatives Folgeprodukt

einer natürlichen Vorstufe der Cobyrinsäure-Biosynthese dar¬

stellt, wurde diesem - von mehreren in Frage kommenden Struk¬

turen - die Struktur 5£ zugeteilt /82/.

Radioaktiver Faktor I wurde mit Zellextrakten von C. tetano¬

morphum nicht in Cobyrinsäure (JJ5_) eingebaut. Zu einem späte¬

ren Zeitpunkt gelang es dann jedoch der Gruppe von G. Müller
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H02C

CO,H

H3C03C -

C02CHj

60

eine Probe, welche durch Natriumamalgam-Reduktion von Faktor I

hergestellt worden war, mit C. tetanomorphum in Cobyrinsäure

(55) überzuführen /83,84/ l).

Dies eröffnete einen Weg zur eindeutigen Lokalisierung der

Methylgruppe. Faktor I, welcher von G. Müller und Mitarbeiter

biosynthetisch aus 6-Ala und [_Methyl- CJS-Adenosylmethionin

gewonnen worden war, wurde mit C. tetanomorphum in Cobyrinsäu¬

re (5_5) umgewandelt. Diese wurde als Cobester d) isoliert und

nach Verdünnung mit inaktivem Material von M. Imfeid /44, 47/

in unserem Laboratorium zum Ring-A-Succinimid 60 abgebaut,

welches 96% der ursprünglichen Radioaktivität enthielt.

Damit war eindeutig gezeigt, dass die Methylgruppe des Faktors

I am C(2) sitzt und dass eine Methylierung an der gleichen Po¬

sition des Uro'gens III (5_4) die Biosynthese der Cobyrinsäure

(55) einleitet.

Der für die Cobyrinsäure-Biosynthese verwertbare, reduzierte

Faktor I besitzt vermutlich das Oxidationsniveau eines Hexa-

hydroporphyrins (wie Uro'gen III).
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FAKTOR II (SIROHYDROCHLORIN)

Sirohydrochlorin, welches von H. Kamin und L.M. Siegel /85/

1973 aus Desulfovibrio gigas isoliert wurde, stellt die metall¬

freie prosthetische Gruppe von Enzymen dar, welche die "Sechs-

Elektronen-Reduktion" von Nitrit und Sulfit katalysieren.

Sirohydrochlorin enthält nach UV/VIS-Spektrum das chromophore

System eines Isobakteriochlorins (Porphyrin mit 2 benachbarten

reduzierten Ringen) und weist die Summenformel eines zweifach

methylierten Tetrahydro-uroporphyrins auf (MS-Evidenz).

Die Autoren schlugen für Sirohydrochlorin willkürlich die

Struktur eines am C(12) und C(18) methylierten Uro'gen-III-

Derivates vor.

In der Folge konnten zuerst V. Ya. Bykhovsky und Mitarbeiter

/86/, später auch die Gruppen von A.R. Battersby /87/, G. Mül¬

ler /82, 83/ und A.l. Scott /88/ ein violettes Pigment (Faktor

II) aus B,„-produzierenden Organismen isolieren, welches sich

in jeder Hinsicht mit Sirohydrochlorin als identisch erwies.

Das Vorliegen von 2 Methylgruppen im Faktor II wurde durch das

FD-Massenspektrum des entsprechenden Octamethylesters bestätigt,

welcher biosynthetisch aus 6-Ala und |CD,|Methionin hergestellt

worden war. Radioaktiver Faktor II liess sich in Cobyrinsäure

(55) einbauen 1811. Damit war gezeigt, dass es sich bei Faktor

II um ein weiteres Zwischenprodukt der Vitamin-B,„-Biosynthese
1 )

handelte
.

Die Strukturaufklärung von Faktor II erfolgte anhand detaillier¬

ter Interpretation der H-NMR-Spektren inklusive Entkopplungs¬

experimenten, durch Messung von säurekatalysierten H/D-Aus-
13

tauschgeschwindigkeiten an den 4 meso-Positionen sowie mit C-

13
NMR-Analyse von spezifisch C-markierten Faktor-II-Octamethyl-

ester-Proben, welche biosynthetisch hergestellt worden waren.

Neuere Arbeiten von A.R. Battersby und Mitarbeiter /89/ ha¬

ben inzwischen gezeigt, dass der Dihydro-Faktor-II, der auf

der gleichen Oxidationsstufe steht wie das Uro'gen III, das

eigentliche Zwischenprodukt darstellt (vgl. später).
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Die Zahl der in Frage kommenden Strukturen konnte mit diesen

Untersuchungen auf 2 (61. und 62^) reduziert werden.

COjH

HOjC < ":

C02H
C02H

H02C

COjH

C02H

H02C

COsH

HO,C C02H

CO,H

C02H

61 62

Dabei gab man Struktur (>1_ den Vorzug, da die Decarboxylierung

der Acetatkette am C(12) aus mechanistischen Gründen vor der

Methylierung an diesem Zentrum erfolgen dürfte.

Eine eindeutige Lokalisierung der Methylgruppen erfolgte wie

schon beim Faktor I mit Hilfe eines ozonolytischen Abbaus von

Cobester (1), der biosynthetisch aus in den Methylgruppen mit

C markiertem Faktor II erhalten worden war 1901. Die eine

Hälfte der Radioaktivität war im AD-Fragment 2J3 und die andere

Hälfte im Ring-B-Succinimid 2jj zu finden. Faktor II (Sirohydro¬

chlorin) besitzt demnach die Struktur 61.

h3co2c

h3co2c 26

28
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Nachfolgend sollen einige Fakten aufgeführt werden, die zur

heute gültigen (und mehrfach bewiesenen) Struktur 64 von Fak¬

tor III führten:

- Im H-NMR-Spektrum (CD-CN) von Faktor-III-Octamethylester

treten 3 Signale für olefinische Protonen bei 6,50, 7,20

und 8,37 ppm auf. Das Signal bei 7,20 ppm, welches aufgrund

der chemischen Verschiebung einem CH der meso-Position in

Nachbarschaft eines reduzierten Ringes (und nicht zwischen

2 reduzierten Ringen) des Isobacteriochlorinsystems zuge¬

ordnet werden muss, erscheint als Dublett (J=1 Hz) 19kl.

Diese allylische Kopplung ist nur dann erklärbar, falls am

C(10) ein Proton sitzt. Demzufolge muss das C(20) eine Me¬

thylgruppe tragen.

13
- Im protonenentkoppelten C-NMR-Spektrum von Faktor-III-

Octamethylester, welcher mit ruhenden Zellen von P. sher¬

manii aus [5- CJ 6-Ala (5_^) hergestellt worden war, konnte

das Signal des C(20) leicht zugeteilt werden, da es das

einzige Singlett darstellte (vgl. Schema 26) 1951. Die

Tieffeldverschiebung des C(20)-Signals um 11 ppm und die

wesentlich geringere Intensität gegenüber dem entsprechen¬

den Signal von Faktor-II-Octamethylester wiesen eindeutig

darauf hin, dass das C(20) eine Methylgruppe aufweisen

muss.

Zum gleichen Schluss gelangten G. Müller und A.l. Scott

/96/ durch
13.
C-NMR-Analyse von Faktor-III-Octamethylester,

welcher biosynthetisch aus \ CH,|Methionin und [5- CJ 6-

Ala gewonnen worden war.

co2h
co2h

ho2c

,,C02H

52

Schema 26

H02C

COjH

C02H

CO,H

• =13c §4
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Das Auftreten einer Methylgruppe am C(20) löste grosses Erstau¬

nen aus, wusste man doch seit 1972, dass das C(20) auf dem Weg

zur Cobyrinsäure (^5_) ausgeschieden wird. Die Vermutung lag

deshalb nahe, dass die am C(20) gebundene Methylgruppe des Fak¬

tors III im weiteren Verlauf der Biosynthese ans Cd) wandert.

Experimente, bei denen doppelt markierte Proben von Faktor III

( H in den Methylgruppen, C im Corrin-Ring - oder umgekehrt)

mit Zellextrakten von P. shermanii und C. tetanomorphum in Co¬

byrinsäure (J>5_) umgewandelt wurden, zeigten jedoch bald, dass

die am C(20) gebundene Methylgruppe bei der biologischen Um¬

wandlung von Faktor III in die Cobyrinsäure (5_5) verloren geht

/95, 96/.

In der vorliegenden Arbeit sollte einerseits die Struktur von

Faktor III in Zusammenarbeit mit der Stuttgarter Gruppe von G.

Müller verifiziert und andererseits das Schicksal des C(20)

und der daran haftenden Methylgruppe bei der Umwandlung von

Faktor III in die Cobyrinsäure (5_5) erforscht werden.
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4.2. Eigene Arbeiten

4.2.1 Ein chemischer Beweis für die Struktur von Faktor III

Die unerwartete Struktur von Faktor III, insbesondere was die

Lokalisation der Methylgruppe am C(20) betrifft, und die grosse

Bedeutung dieser Verbindung bei der Biosynthese der Cobyrin¬

säure (5_5) verlangte nach einem unabhängigen, chemischen Struk¬

turbeweis. Die biochemische Umwandlung von radioaktiv markier¬

tem Faktor III in Cobyrinsäure (5_5) wurde zwar mehrfach gezeigt

/83, 95, 96/, die Markierung im Cobester d) jedoch in keinem

der Experimente lokalisiert.

Zu diesem Zweck stellte G. Wörner in der Gruppe von G. Müller

mit Zellsuspensionen von P. shermanii aus 6-Ala (5_2) und

[Methyl- CJMethionin (5_8) spezifisch in den 3 Methylgruppen

C-markierten Faktor III (^4) her. Der als Octamethylester iso¬

lierte und bis zur konstanten spezifischen Aktivität gereinig¬

te Faktor III (.6k) wurde dann mit Zellextrakten von C. tetano¬

morphum in Cobyrinsäure (5_5) umgewandelt, die nach Verdünnung

mit inaktivem Material als Cobester d) isoliert und gereinigt

wurde.

,co2H
COlH

A co2h

H02C S H3c

52

H.C-^

NH,

58 a = 14C

C02H

»* 55

HQ2C

Schema 27
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Diese Cobester-Probe (ca. 3 mg, totale Aktivität 8,7*10 ipm)

wurde uns freundlicherweise für den chemischen Abbau zur Ver¬

fügung gestellt.

Nach Verdünnung mit 479 mg inaktivem Material wurde der Cob¬

ester d) bis zur konstanten spezifischen Radioaktivität um¬

kristallisiert und darauf nach der Methode von T. Bogard und

M. Imfeid (vgl. S. 37) durch Ozonolyse abgebaut (Schema 28).

Die 3 Bruchstücke £6_, 27 und 2j5 konnten durch Chromatographie

an Kieselgel leicht getrennt werden. Aus dem radioaktiven AD-

Fragment 2J5 wurde nach der Vorschrift von M. Imfeid /44/ das

Ring-A-Cyanolactam (>5_ und das Ring-A-Succinimid ^0 hergestellt.

65 28 27
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In Tabelle 5 sind die relativen molaren Aktivitäten der iso¬

lierten Abbauprodukte bezüglich Cobester d) aufgeführt.

Cobester d) 1,00

Ring-B-Succinimid ^6 0,50

Ring-C-Succinimid 2J_ =0,02

AD-Fragment 28 0,50

Ring-A-Cyanolactam 65_ 0,46

Ring-A-Succinimid 60 0,47

Essigsäure (aus C(5))
1J

0,02

Tabelle 5 : Relative molare Aktivitäten (io,04)

der isolierten Abbauprodukte

Die Werte in Tabelle 5 zeigen, dass die aus [2,7,20-Methyl- c]-
Faktor III erhaltene Cobyrinsäure (5_5) Radioaktivität aus¬

schliesslich in den beiden Methylgruppen am C(2) und C(7)

trägt.

Dieses Resultat bestätigt die zuvor auf spektroskopischem Weg

und anhand biosynthetischer Studien abgeleitete Struktur 64

für Faktor III, wobei insbesondere die in Stellung 5 methylier-

te Struktur 6^ (vgl. S. 60) ausgeschlossen werden kann.

Die vorliegenden Experimente bekräftigen aber auch die Tatsache,

dass die am C(20) gebundene Methylgruppe des Faktors III auf

dem Biosyntheseweg zur Cobyrinsäure (55_) verloren geht.

Durch Lyophilisation aus dem Rohprodukt der Ozonolyse gewon¬

nen und als p-Phenylphenacylacetat isoliert. Die Essigsäure

entsteht aus dem primär gebildeten Bisacetyl-AD-Fragment 29^

bei der oxidativen Aufarbeitung mit Wasserstoffperoxid, wo¬

bei das AD-Fragment 2j5 freigesetzt wird. Da die Ausbeute am

AD-Fragment 28 nur ca. 15% beträgt, kann nicht ausgeschlos¬

sen werden, dass die Essigsäure teilweise aus dem weiteren

Abbau von IQ - und damit auch aus dem C(15) - stammt (vgl.

auch S. 39 und 40).
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4.2.2 Identifikation des beim Uebergang vom porphinoiden ins

corrinoide Ligandsystem ausgestossenen Fragmentes

Nachdem nun eindeutig feststand, dass bei der biologischen Um¬

wandlung von Faktor III in die Cobyrinsäure die am C(20) ge¬

bundene Methylgruppe verloren geht, versuchte man das dabei

ausgeschiedene Fragment zu identifizieren. Dadurch erhoffte

man Einblicke über die Bedeutung der unerwarteten Methylierung

am C(20) zu bekommen.

Für diese Untersuchungen wurde uns von G. Müller ca. 0,5 mg

[2,7,20-Methyl- clFaktor-III-Octamethylester mit einer totalen

Aktivität von 1,7-10 ipm zur Verfügung gestellt, welcher aus

6-Ala und [Methyl- CjS-Adenosylmethionin mit Zellsuspensionen

von P. shermanii hergestellt worden war.

Dieser radioaktive Faktor-III-Octamethylester wurde nach Hydro¬

lyse mit 2M wässriger Piperidin-Lösung in 2 getrennten An¬

sätzen mit Zellextrakten von P. shermanii in Gegenwart ver¬

schiedener Cofaktoren 24 Stunden bei 37 C anaerob inkubiert.

Nach Verdünnung mit inaktiver Cobyrinsäure wurde die Inkuba¬

tionsmischung mit Phosphorsäure angesäuert und einer Lyophili¬

sation unterworfen. Der Lyophilisationsrückstand wurde zur Ver¬

esterung der Corrine 36 Stunden in methanolischer Schwefelsäu¬

re-Lösung gekocht und der gebildete Cobester nach Aufarbeitung

durch Chromatographie an Kieselgel und Kristallisation bis zur

konstanten Aktivität gereinigt.

Das Destillat der Lyophilisation enthielt Wasser und leicht¬

flüchtige Säuren. Zur Bestimmung des Gesamtsäuregehaltes wurde

mit 0,1N KOH-Lösung titriert und die Kaliumsalze der Säuren

(ca. 0,5 mMol) ohne Zugabe von Verdünnungsmaterial nach der Me¬

thode von H.D. Durst et al. /97/ mit p-Phenylphenacylbromid in

Acetonitril und Gegenwart katalytischer Mengen 18-crown-6 in

die entsprechenden p-Phenylphenacylderivate umgewandelt. Das

H-NMR-Spektrum (CDCK, 100 MHz) zeigte, dass die p-Phenylphen-

acylderivate der Essigsäure, Ameisensäure und Propionsäure in

einem Verhältnis von 5:2:2 vorlagen. Anschliessend wurde die¬

ses Gemisch durch Chromatographie an Kieselgel in die 3 Deri¬

vate aufgetrennt, welche bis zur konstanten Aktivität umkri¬

stallisiert wurden.
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1)

Während das p-Phenylphenacylformiat und -propionat inaktiv wa

ren, wies das p-Phenylphenacylacetat signifikante Radioaktivi

tat auf. Die totale Radioaktivität der isolierten Essigsäure

korrelierte recht gut mit derjenigen der Corrine, welche als

Cobester isoliert wurden (Tabelle 6). Dies ist ein starkes In¬

diz dafür, dass die Essigsäure ihre Entstehung einem enzymati¬

schen Prozess verdankt.

Einbau in

Cobyrinsäure

Einbau in

Essigsäure
Aequivalente

Essigsäure 2)

Exp. 1

Exp. 2

Tabelle 6

2,6%

1,8%

1,01%

0,76%

0,78

0,84

Inkorporationsversuche von [2,7,20-Methyl- CJ-
Faktor III mit P.-shermanii-Zellextrakten.

Radioaktivitäten der eingesetzten Faktor-III-Pro-

ben: Exp. 1 : 6,8*10 ipm ; Exp. 2 : 1,7-10 ipm.

Falls die isolierte Essigsäure bei der Bildung der Cobyrinsäu¬

re aus dem C(20) und der daran gebundenen Methylgruppe des Fak¬

tors III hervorgegangen ist, sollte die Essigsäure spezifisch
14

in der Methylgruppe mit C markiert sein. Tatsächlich ergab

Hydrolyse des radioaktiven p-Phenylphenacylacetates und an¬

schliessender Schmidt-Abbau der freigesetzten Essigsäure Me¬

thylamin (isoliert als p-Toluolsulfonamid-Derivat), welches

99% der in der Essigsäure enthaltenen Radioaktivität aufwies.

Die Gesamtmenge der Essigsäure wurde aus dem titrimetrisch

ermittelten Gesamtsäuregehalt und dem H-NMR-spektroskopisch

bestimmten Anteil der Essigsäure im Derivatisierungsgemisch

errechnet.

Berechnet bezüglich Cobyrinsäure, wobei die Zahl der mar¬

kierten Methylgruppen (2 im Cobester, 1 in der Essigsäure)

berücksichtigt wurden.
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Damit steht fest, dass bei der Biosynthese der Cobyrinsäure

(55) ein porphinoider Vorläufer von noch unbekannter Struktur

derart in ein Corrin übergeht, dass das C(20) und die daran

gebundene Methylgruppe als intakte C?-Einheit in Form von

Essigsäure abgespalten wird.

Zum gleichen Schluss gelangte auch L. Mombelli /98/ in unse¬

rer Gruppe, welche [2,11- c]PBG (5_3) mit P.-shermanii-Zellex-

trakten in Cobyrinsäure (5_5) umwandelte (Schema 29).

co2h ^co2h

C02H

^.CO2»

ho2c/ V-nh v—COjH

20«

/7~~ NH HN—A.

HOjC Y^ C02H

HO,C COjH

» » 55

CH,COOH

53 54

• =14c

Schema 29

Die bei diesem Experiment isolierte Essigsäure enthielt vor¬

wiegend Radioaktivität in der Carboxylgruppe, was mit der Her¬

kunft der Essigsäure aus einem am C(20) methylierten Porphyrin

in Einklang steht.

In unabhängigen Arbeiten konnten A.R. Battersby et al. /99/

ebenfalls Essigsäure als das leichtflüchtige Fragment identi¬

fizieren, welches beim Uebergang vom Porphyrin- ins Corrinsy-

stem gebildet wird. Dieses Resultat wurde nach Verfütterung

von Faktor-II- und Faktor-III-Proben erhalten, welche am C(20)

beziehungsweise an der C(20)-Methylgruppe mit C markiert wa-
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Die Identifikation des ausgeschiedenen Fragmentes als Essig¬
säure ist ein starkes Indiz dafür, dass die Umwandlung von

Dihydro-Faktor-III (66) in die Cobyrinsäure (5_5) ohne Be-

2)
teiligung externer Reduktionsmittel abläuft

CO,H

| co2h
< H,C. |

H02C

COjH

+ 5 SAM HOJc

COaH

+ H20

- CH3COOH

h3c-'

HOjC

66 55

Schema 30

Einen plausiblen Mechanismus für die In-vivo-Bildung der Corrin-

struktur unter Elimination von Essigsäure liefern Untersuchun¬

gen von A. Eschenmoser und Mitarbeitern 1100/ an Modellverbin¬

dungen.

Wird das am C(20) methylierte und hydroxylierte Dihydrocorphi¬
nol 6J_ kurzzeitig auf ca. 300 °C erhitzt, so findet eine Umla-

gerung zum 19-Acetylcorrin 68_ statt (Dihydrocorphinol - Corrin-

Ringkontraktion). Bei nachträglicher alkalischer Behandlung
von 68_ (2N KOH, 70 °C) tritt eine Abspaltung der Acetylgruppe
am C(19) ein und es entsteht das Corrin 69 (Schema 31).

Es gilt als wahrscheinlich, dass die Dihydro-Form des als

Isobacteriochlorin isolierten Faktors III das eigentliche

Zwischenprodukt der Biosynthese darstellt (vgl. Kap. 4.3.).

Eine detaillierte Analyse der beim Uebergang von Uro'gen III

in die Cobyrinsäure stattfindenden Aenderungen des Oxidations-

zustandes wurde von L. Mombelli /98/ angestellt.
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,CH,

Ni

/ \

CH,CH,

'--/

^
H,C-' \

HjCgJ
„
N N-

'

\ /
NI •

Y v
A

/CH, .CH:

CH, H,C""
CH.

•JS-**^N
CH;

H,C

H,C

CHjCH,

/ \

CH,

/CH,

CH,

67 68 69

Schema 31

Hegt keine Methylgruppe am C(20) vor wie in Verbindung 70,

so läuft unter milden Bedingungen lediglich eine Tautomeri-

sierung zum Keton 7_1 ab (Schema 32).

Das Ausbleiben der Ringkontraktion in der nichtmetallierten

20-Desmethyl-Reihe 11011 zeigt, dass (zumindest beim Modell¬

system) die Methylgruppe am C(20) wesentliche Voraussetzung

für die Umwandlung des porphinoiden ins corrinoide Ligandsy-

stem ist.

H,C

EtjNH OAc"

C6H6 / RT

H,C

hjC NCH, CH,

70 71

Schema 32

Wie diese Modellversuche (zusammen mit den eigenen Resultaten

und neueren Ergebnissen von der Gruppe von A. R. Battersby)

in ein hypothetisches Biosyntheseschema integriert werden

können, soll in Kap. 4.3. gezeigt werden.
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1 8
4.2.3 Isolierung eines A -Didehydrocorrins

Die im vorangehenden Kapitel beschriebenen Versuche haben ge¬

zeigt, dass die Umwandlung von Dihydro-Faktor-III in die Coby¬

rinsäure wahrscheinlich ohne Beteiligung externer Redox-Cofak-

toren abläuft. Andererseits steht schon seit längerer Zeit eine

hypothetische Biosynthesesequenz von A.l. Scott I1Q1I zur Dis¬

kussion, in welcher das corrinoide Ligandgerüst auf dem Oxlda-

tionsniveau eines D-Didehydrocorrins aufgebaut wird. Das dabei

gebildete A -Didehydrocorrin soll nachträglich durch ein ex¬

ternes Reduktionsmittel zum Corrin reduziert werden. Modell¬

studien in der Gruppe von A. Eschenmoser haben ergeben, dass

das didehydrocorrinoide Ligandsystem relativ leicht aufgebaut

/103/ und anschliessend auch zum Corrin reduziert 110kl werden

kann.
1 8

Weiteres Interesse wurde A -Didehydrocorrinen zuteil, als V.B.

Koppenhagen und Mitarbeiter 11051 nach Cobalteinbau in rohes

Hydrogenobyrinsäure-c-amid (einem metallfreien Corrin aus Rho-

dopseudomonas spheroides) eine blaue Verbindung isolierten, der

1 o

sie die Konstitution des A -Didehydrocorrins 7_2 zusprachen.

ho2c

^•n ch;

H02C

72

Die metallfreie, nicht amidierte Form von 7_2 wurde von V.B. Kop¬

penhagen 1105/ als Zwischenstufe der Vitamin-B,--Biosynthese in

Betracht gezogen.
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Im Verlaufe der in Kapitel 4.2.2 beschriebenen Einbauversuche

von radioaktivem Faktor III in Cobyrinsäure konnte nach übli¬

cher Isolierungsarbeit (Lyophilisation und Methanolyse des In¬

kubationsgemisches) neben dem violetten Cobester ebenfalls ei¬

ne blaue Fraktion (Ausbeute ca. 3% bezüglich.der als Verdün¬

nungsmaterial zugesetzten Cobyrinsäure) chromatographisch ab¬

getrennt werden. Die blaue Verbindung wies im UV/VIS-Spektrum

im Vergleich zum Cobester auffallend bathochrom verschobene

Absorptionsbanden auf, was auf eine Verlängerung des Corrin-

Chromophors hinwies. Ein Vergleich mit dem von V.B. Koppenha¬

gen /105/ veröffentlichten Spektrum für J_2 ergab weitgehende

Uebereinstimmung nach Bandenlagen und Bandenintensität. Im

FAB-Massenspektrum zeigte die blaue Verbindung ein um 2 Ein¬

heiten tieferes Molekulargewicht als der Cobester, was mit der

Struktur eines Didehydroderivates in Einklang steht.

Die spezifisch molare Radioaktivität unserer blauen Verbindung

(2,1-10 ipm C/mMol) deckte sich recht gut mit der des iso-

6 14
Herten Cobesters (1,8-10 ipm C/mMol), war jedoch bedeutend

niedriger als die spezifisch molare Radioaktivität des verfüt-

9 14
terten Faktors III (3,4-10 ipm C/mMol). Diese radiochemischen

Daten deuteten darauf hin, dass die blaue Verbindung nicht wäh¬

rend der Inkubation aus dem Faktor III, sondern bei der Aufar¬

beitung aus dem Verdünnungsmaterial entstanden sein musste.

Ausserdem wurde die blaue Verbindung in einer Menge isoliert,

die etwa der zugesetzten Menge an Faktor III entsprach. Eine

biologische Herkunft der blauen Verbindung würde bedeuten, dass

ein quantitativer Umsatz des zugesetzten Faktors III hätte

stattfinden müssen.

Zur Ueberprüfung der Herkunft der blauen Verbindung wurde eine

Inkubation von P.-shermanii-Zellextrakten mit vollständigem

Cofaktorsatz - jedoch ohne Biosynthesesubstrat - durchgeführt,

der Ansatz mit C-markierter Cobyrinsäure verdünnt und dann

wie üblich aufgearbeitet. Die wiederum in ca. 3 % Ausbeute iso¬

lierte blaue Verbindung wies praktisch dieselbe spezifisch mo¬

lare Aktivität auf (3,46-10 ipm C/mMol) wie der daneben re-

Wir danken Dr. D.H. Williams für die Aufnahme dieses Spektrums.
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6 14
isolierte Cobester (3,85*10 ipm C/mMol). Damit war eindeu¬

tig gezeigt, dass die blaue Verbindung ein Artefakt der Auf¬

arbeitung ist und aus der als Verdünnungsmaterial zugesetzten

Cobyrinsäure entsteht.

In einem weiteren Experiment wurde der Inkubationsansatz mit

der vierfachen Menge Cobyrinsäure verdünnt. Dies führte zur

Isolierung der dreifachen als bisher jeweils erhaltenen Menge

der blauen Verbindung (ca. 0,5 mg), was die Aufnahme eines H-

NMR-Spektrums (CDC1,, 300 MHz) ermöglichte und für die blaue
-* IQ

Verbindung

nahelegte.

18
Verbindung

die Konstitution des A -Didehydrocobesters (5_)

H3co2c

H3co2c

H3C02C

So fehlen im H-NMR-Spektrum die Signale für die Protonen am

C(18) und C(19), welche im Spektrum des Cobesters bei 2,83 und

3,78 ppm erscheinen. Dafür tritt neu ein AB-System bei 3,39/

3,44 ppm (J.„=16,6 Hz) auf, welches den Methylenprotonen der

g-Methylesterkette zugeordnet werden muss.

Die blaue Verbindung erwies sich nach DC, UV/VIS- und H-NMR-

Spektrum mit einer Probe als identisch, welche von B. Kräutler

1106/ zu einem späteren Zeitpunkt aus einem rohen Cobester-

Präparat isoliert worden war und dessen Konstitution 5 zusätz-

13
lieh noch durch ein C-NMR-Spektrum gesichert wurde.

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, dass die Anwesenheit

des der Inkubation beigefügten Cofaktorsatzes, welcher vorwie¬

gend schwefelhaltige Verbindungen enthält, unabdingbare Vor¬

ig
aussetzung für die Entstehung des A -Didehydrocobesters (5_)
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4.2.4 Einbauversuche mit 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnor-

cobyrinsäure

Zu welchem Zeitpunkt der Vitamin-B,2~Bi°synthese die beiden

meso-Methylgruppen des Corrin-Ringes eingeführt werden, ist

noch nicht bekannt. Dabei interessiert vor allem, ob die Me¬

thylierung am C(5) und C(15) an einem porphinoiden oder corri-

noiden Ligandsystem erfolgt.

Es gibt in der Literatur einen Hinweis dafür, dass die Einfüh¬

rung der Methylgruppen an den meso-Positionen 5 und 15 erst

nach Aufbau des Corrin-Liganden stattfindet. Im Jahre 1973 be¬

richteten P. Rapp und G. Ruoff 11091, dass das 15-Norcobinamid

und das 5,15-Bisnorcobinamid (vgl. Seite 3) mit wachsenden

Kulturen von P. shermanii zum Teil in Adenosylcobalamin umge¬

wandelt werde. Da bei der normalen Biosynthese die Methylierung

am C(5) und C(15) jedoch vor der Amidierung der Seitenketten

erfolgt, stellen das 15-Nor- ebenso wie das 5,15-Bisnorcobin¬

amid keine natürlichen Substrate für die enzymatische Methylie¬

rung der beiden meso-Positionen dar. Somit lassen sich die Ex¬

perimente von P. Rapp und G. Ruoff 11091 nicht ohne weiteres

auf die Biosynthese der Cobyrinsäure und damit des Vitamins

B,7 übertragen. Ausserdem werden in der genannten Arbeit weder

die Trennung der Cobalamine von den Norcobalaminen noch die

analytischen Daten dieser Verbindungen beschrieben, weshalb

die Befunde von P. Rapp und G. Ruoff /109/ mit Vorsicht aufge¬

nommen werden müssen.

Die leichte Zugänglichkeit des 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnor¬

cobesters drängte die Ueberprüfung einer allfälligen Vorläufer¬

rolle der entsprechenden Norcobyrinsäuren auf.

Die für unsere Inkorporationsversuche benötigten 5-Nor-, 15-

Nor- und 5,15-Bisnorcobyrinsäuren wurden wie folgt hergestellt:

Der 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcobester wurden nach einer

Vorschrift von H.-O. Dauner und G. Müller /68/ mit 2M wässriger

Piperidin-Lösung hydrolysiert und an Amberlite XAD-2 /HO/ ent¬

salzt. Die dünnschichtchromatographische Analyse zeigte, dass

die auf diese Weise gewonnenen Norcobyrinsäuren Spuren von den

entsprechenden c-Lactonverbindungen enthielten, sonst aber ein-
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heitlich waren. Die Aquo-cyano-norcobyrinsäuren wurden darauf

einzeln mit zellfreien Extrakten von P. shermanii in Gegenwart

verschiedener Cofaktoren und [Methyl- CJS-Adenosylmethionin
anaerob umgesetzt. Der Inkubationsansatz wurde dann mit inak¬

tiver Cobyrinsäure verdünnt und der Lyophilisationsrückstand

zur Veresterung der Corrine wie üblich mit Schwefelsäure in

Methanol gekocht. Nach Aufarbeitung und Chromatographie an Kie¬

selgel wurde der isolierte Cobester bis zur konstanten Radio¬

aktivität umkristallisiert.

In einem Kontrollversuch vergewisserte man sich, dass die ver¬

wendeten P.-shermanii-Zellextrakte mit 6-Ala und [Methyl- c]-
S-Adenosylmethionin radioaktive Corrine ergeben. Die Einbaura¬

te war mit 0,4% zwar relativ bescheiden, rührte jedoch davon

her, dass Zellextrakte von P. shermanii 6-Ala vorwiegend in

Coproporphyrinogen III umwandeln.

Die in Tabelle 7 festgehaltenen Werte zeigen, dass die Norcoby¬

rinsäuren nicht eingebaut wurden.

Substrat Einbau im

Cobyrinsäure

Exp. 1 6-Ala (24/nMol) 0,4%

Exp. 2 5-Norcobyrinsäure d(iMol) 30,01%

Exp. 3 15-Norcobyrinsäure djiMol) 50,01%

Exp. 4 5,15-Bi8norcobyrinsäure " SO,01%

Exp. 5 keines = 0,02%

Tabelle 7 : Inkorporationsversuche mit zellfreien Ex¬

trakten von P. shermanii in Gegenwart von

r 14-1
20 (iMol [Methyl- CJS-Adenosylmethionin

der totalen Aktivität von 2,3*10 ipm.

Die vorliegenden Experimente haben eindeutig ergeben, dass die

5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcobyrlnsäuren mit Zellextrakten

von P. shermanii in Gegenwart von S-Adenosylmethionin nicht am

C(5) und C(15) methyliert werden.



-77-

Wie so oft bei negativen Resultaten ist man auch im vorliegen¬

den Fall auf Mutmassungen angewiesen.

Es besteht die Möglichkeit, dass den entsprechenden metall¬

freien Norcobyrinsäuren, welche synthetisch noch nicht zugäng¬

lich sind, eine Vorläuferrolle bei der Biosynthese der Cobyrin¬

säure zukommt.

Im Zusammenhang mit dem Problem nach dem zeitlichen Einbau von

Cobalt in den Liganden ist die Tatsache von Interesse, dass

die Biosynthese in photosynthetisierenden Bakterien in Abwesen¬

heit von Cobalt bis zum Hydrogenobalamin (dem metallfreien Ana-

logon von Vitamin B,?) abläuft /81/.

Nach V.B. Koppenhagen und Mitarbeiter 1105/ sind Zellextrakte

von P. shermanii und R. spheroides nicht in der Lage, Cobalt

in Hydrogenobyrinsäure-a,c-diamid einzubauen. Dieser Befund und

der Umstand, dass die Hydrogenobyrinsäure noch nicht aufgefun-
1 8

den worden ist sowie die Isolierung des A -Didehydrocorrins

72 (vgl. Seite 71) haben V.B. Koppenhagen /81/ zur Hypothese

veranlasst, dass sich die Biosynthesewege von metallfreien und

18
cobalthaltigen Corrinen bei der A -Didehydrocobyrinsäure tren¬

nen.
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4.3. Ausblick

In den letzten Jahren wurden in der Vitamin-B,~-Biosynthese-

forschung weitere Erkenntnisse gewonnen:

- In der Gruppe von A.R. Battersby /89/ konnte 1982 nach In¬

kubation von Uro'gen III (54) mit zellfreien Systemen von

P. shermanii unter striktem Sauerstoffausschluss 15,23-Di-

hydrosirohydrochlorin (lk) isoliert und auch wieder in Co¬

byrinsäure eingebaut werden. Dies ist ein gewichtiger Hin¬

weis darauf, dass die Methylierungsprozesse auf der Stufe

der Hexahydroporphyrine (8 Doppelbindungen wie Uro'gen III)

stattfinden (Schema 33),und dass der als Chlorin isolierte

Faktor I sowie die als Isobakteriochlorine isolierten Fak¬

toren II und III Artefakte der Aufarbeitung darstellen.

Die Verwertbarkeit von Faktor II und Faktor III als solche

für die Cobyrinsäure-Biosynthese bedeutet demnach, dass

diese beiden Verbindungen von P.-shermanii- und C.-tetano-

morphum-Zellextrakten zu den entsprechenden Dihydroverbin-

dungen reduziert werden können.

h,c A

Schema 33
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- Anhand von Einbauversuchen mit I C-MethylJ S-Adenosylmethio-
13

nin und Auswertung von C-NMR-Spektren ("pulse labelling")

folgerten H.C. Uzar und A.R. Battersby Hill, dass die 4.

Methylgruppe am Cd7) eingeführt wird.

Damit lässt sich zusammen mit den Modellstudien von A. Eschen¬

moser und Mitarbeitern (vgl. S. 69 und 70) und den eigenen Re¬

sultaten eine hypothetische Biosynthesesequenz formulieren,

welche von Dihydro-Faktor-III (^6_) ohne Beteiligung von Redox-

Cofaktoren zur Cobyrinsäure (5_5) führt (Schema 34).

Hervorgehoben werden sollen die beiden Prozesse, welche das

Verschwinden von 2 Doppelbindungen bedingen. Es sind dies die

Hydratisierung einer Doppelbindung (7_8_ — 7_9) und die Abspal¬

tung der Acetylgruppe am C(19) des Corrins 82.

Die Methylierung am Ring D ((>6_ — 7_5). muss nicht notwendiger¬

weise am C(17) stattfinden. Es ist durchaus denkbar, dass zu¬

erst die Position 18 methyliert wird und die an der "falschen"

Stelle eingeführte Methylgruppe im Laufe der weiteren Biosyn¬

these ans C(17) wandert. Neuere Arbeiten im Laboratorium von

A. Eschenmoser 11121 haben nämlich gezeigt, dass in Faktor-III-

Modellverbindungen das C(18) gegenüber Elektrophilen die reak¬

tivere Stelle ist als das C(17).

Wie nahe das vorgeschlagene Biosyntheseschema den in der Natur

ablaufenden Prozessen kommt, werden die in verschiedenen Labo¬

ratorien immer noch intensiv angestellten Untersuchungen wohl

bald offenbaren.
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EXPERIMENTELLER TEIL

1. ALLGEMEINE BEMERKUNGEN

Für die Bestimmung der analytischen Daten danke ich den Herren

R. Dohner und H. Hediger (UV/VIS-, CD- und IR-Spektren), Frl.

B. Brandenberg ( H-NMR-Spektren), den Herren F. Fehr, K. Hilt-

13
brunner und M. Langenauer ( C-NMR-Spektren), Frau L. Golgowski

und Herrn Prof. Dr. J. Seibl (Massenspektren) sowie den Herren

K. Girgenrath und Dr. K. May (Radioaktivitätsmessungen).

Schmelzpunkte: Im evakuierten (HV) und abgeschmolzenen

Röhrchen mit einer Apparatur nach Dr.

Tottoli bestimmt. Die angegebenen Werte

wurden mit geeichten Thermometern gemes¬

sen.

Optische Drehungen:

UV/VIS-Spektren:

Perkin-Elmer Polarimeter, Modell 141.

Die Messungen erfolgten in einem Quarz¬

rohr von 10 cm Länge.

Perkin-Elmer Spektrophotometer, Modell 555.

Wellenlänge der Absorptionsmaxima in nm

(in Klammern die entsprechenden log 6-

Werte). sh = Schulter.

CD-Spektren: Jobin-Yvon Dichrograph, Modell Mark III.

Wellenlänge der Absorptionsmaxima und der

Nullpunkte in nm (in Klammern die Ae-

Werte). sh = Schulter.

IR-Spektren: Perkin-Elmer Gitterspektrometer, Modell

125. Bandenlage in cm" ; die relativen

Intensitäten sind charakterisiert durch

die Symbole s = stark, m = mittel und w =

schwach, sh=Schulter.



-82-

1H-NMR-Spektren: Varian HA-100 (100 MHz) und Bruker WM-300

(300 MHz) Spektrometer. Chemische Verschie¬

bung in ppm bezogen auf TMS=0 als inter¬

nen Standard; Multiplizität der Signale:

s = Singlett, d = Dublett, t = Triplett,

q=Quartett, m=Multiplett, bs=breites

Singlett; Kopplungskonstanten J in Hz.

Die Zuordnungen der Signale der Cobester-

derivate erfolgte im allgemeinen durch

Positionsvergleich mit den Signalen des

Cobesters, welche von Ernst /29/ (CDCK)

und von Battersby et al. /34/ (C,D,) zu¬

geteilt worden sind.

13C-NMR-Spektren: Varian XL-100 (25 MHz) und Bruker WM-300

(75 MHz) Spektrometer. Chemische Verschie¬

bung in ppm bezogen auf TMS = 0 als inter¬

nen Standard; in Klammern wird die Multi¬

plizität des Signals im "off-resonance"-

Spektrum angegeben. Abkürzungen und Zuord¬

nungen der Signale siehe H-NMR.

Massenspektren: Hitachi Spektrometer, Modell RMU-6A.

Direkte Zuführung der Probe; Ionisations¬

energie 70 eV. Es werden nur die intensi¬

veren Signale angegeben. Der Basispeak ist

jeweils unterstrichen.

Radioaktivitäts- Nuclear Chicago Scintillations Spektrome-
133

messungen: ter, Modell Mark II; externer Ba-Stan-

dard. Die angegebenen Werte sind bezüglich

Löschung und Nullwert korrigiert und wur¬

den im Laboratorium für Radiochemie (Lei¬

tung: Prof. Dr. P. Jordan) bestimmt.
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Dünnschichtchromatographie

DC-Fertigplatten (20x20 cm), Kieselgel 60 F-c- (Merck, Art.

Nr. 5715), Schichtdicke 0,25 mm. Für Cobesterderivate wurden

Platten ohne Fluoreszenzindikator verwendet (Art. Nr. 5721).

Rf-Werte: Bestimmt auf DC-Plättchen (Laufstrecke ca. 8 cm),

welche in der "Laboratmosphäre" aufbewahrt wurden.

Säulenchromatographie

Kieselgel: Kieselgel 60 (Merck), Korngrösse 0,063-0,200 mm.

Alox: Aluminiumoxid neutral (Woelm).

Flash-Chromatographie

Kieselgel 60 (Merck), Korngrösse 0,040-0,063 mm.

Durchführung nach der Methode von W.C. Still et al. 11131.

Die Füllhöhe der Säulen (Durchmesser im Text jeweils vermerkt)

betrug 22 cm. Man chromatographierte mit einem Druck von 0,2

bar.

Ein allfälliger Gehalt der Kristalle (insbesondere der Cobester¬

derivate) an Lösungsmitteln wurde für die Berechnung der Aus¬

beuten und der logE-Werte nicht berücksichtigt.

Chemikalien wurden von den Firmen Fluka AG und Merck bezogen.

Lösungsmittel wurden (falls keine andere Angabe) durch einfa¬

che Destillation gereinigt.

Biochemikalien bezog man von der Firma Boehringer Mannheim

(Schweiz) AG und Radiochemikalien von der Firma Amersham.

DC = Dünnschichtchromatogramm

ipm = Impulse pro Minute

OD = Optische Dichte

RV = Rotationsverdampfer

Smp.= Schmelzpunkt

Abkürzungen:

Aeq. = Aequivalente

HV = Hochvakuum

MG = Molekulargewicht

RT = Raumtemperatur

Sdp. = Siedepunkt

Zers. = Zersetzung
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2. REAKTIONEN AM CORRIN-LIGANDEN DES COBESTERS UND SEINER

DERIVATE

Cobester (1)

Cobester wurde aus Vitamin B,- nach der Originalvorschrift von

Werthemann 191 synthetisiert, oder man verwendete ein Präpa¬

rat, welches im Arbeitskreis von Inhoffen /114/ im halbtech¬

nischen Massstab hergestellt worden war

Zur Abtrennung vom Cobester-c-lacton (1^5) unc- von partiell ami-

2)
dierten Cobesterderivaten war es unerlässlich, die Rohpro¬

dukte an Kieselgel (Flash-Chromatographie) mit Hexan/Isopropa-

nol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN) zu chromatographieren. Nach

Kristallisation aus Benzol/Hexan erhielt man violette Nadeln,

welche laut DC und 300-MHz- H-NMR-Spektrum rein waren. Der so

gereinigte Cobester wurde für die nachstehend beschriebenen

Oxidationsversuche sowie als Verdünnungsmaterial bei den bio¬

synthetischen Untersuchungen (s. Kap. 7) eingesetzt.

C54H73CoN6°14 MG 1089>15

Smp. 200 - 202 °C (Zers.)

UV/VIS CH30H (+0,02% HCN), c = 3,91-10"5M

276(4,03), 310(3,97), 352(4,16) sh, 368(4,49),

418(3,37), 504(3,73) sh, 542(3,94), 582(4,04).

Minima bei 287, 330, 408, 438, 558.

CD CHjOH (+0,02% HCN), c=3,91-10_5M

236(0), 246(-10,7) sh, 253(-12,8), 268(0),

277(1,5), 290(0), 309(-10,0), 327(-7,2) sh,

347(-12,5), 367(-9,0), 375(0), 396(22,0),

1

2

An dieser Stelle möchte ich Herrn Prof. Dr. H.H. Inhoffen

recht herzlich für die Ueberlassung von 15 g Cobester danken.

Vgl. dazu auch Fussnote 93 in /18/ und die Arbeit von L. Ernst

et al. 1115/ über die partielle Methanolyse von Vitamin B,~.



-85-

426(13,0), 460(0), 506(-2,l) sh, 540(-2,8),

58K-4.6), 620(0).

Minima bei 320, 360, 418, 558.

IR (CHC13) 2990m, 2955m, 2845w, 2124w, 1733s, 1582s,

1555w (sh), 1501s, 1474m (sh), 1438s, 1402m,

1392m, 1367m, 1354m, 1152s, 1104m, 1090m (sh),

1045m (sh), 1006m, 992m (sh), 886w (breit).

1H-NMR (CDC13) 1,21/1,26/1,35/1,38/1,51/1,56 (6s, 18H, 6 CH3);
(300 MHz) 1,62-2,76 (m, CH2 der Seitenketten) überlagert

von 2,18 (s, 3H, H3C-C(5)) und 2,23 (s, 3H,

H3C-C(15))-, 2,77-2,89 (m, 1H, H-C(18)); 2,98-

3,06 (m, 1H, H-C(13)); 3,44 (dxd, J=5,0 und

8,1 Hz, 1H, H-C(8)); 3,63/3,67/3,68 (doppelte

Intensität)/3,70/3,72/3,76 (6s, 21H, 7 C00CH3>
darunter zusätzlich 1H, H-C(19); 3,77-3,85

(m, 1H, H-C(3)); 5,58 (s, 1H, H-C(IO)).

Zuordnungen nach Ernst 1191.

XH-NMR (C6D6) 0,958/0,965/1,09/1,15/1,36/1,48 (6s, 18H,

(300 MHz) 6 CHj); 1,66-2,98 (m, CH2 der Seitenketten

und H-C(13 und 18)) überlagert von 2,06 (s,

3H, H3C-C(5)) und 2,18 (s, 3H, H3C-C(15));
3,25 (doppelte Intensität)/3,32/3,355/3,36

(doppelte Intensität)/3,43 (5s, 21H, 7 COOCHj);
3,66 (dxd, J = 5,0 und 8,2 Hz, 1H, H-C(8));

3,89 (dxd, J = 4,4 und 6,6 Hz, 1H, H-C(3));

3,97 (d, J= 10,3 Hz, 1H, H-C(19));

5,69 (s, 1H, H-C(IO)).

Zuordnungen nach Battersby et al. /34/.

13C-NMR (CDC13) 15,25 (q, H3C-C(15)); 15,86 (q, H3C-C(5));
(75 MHz) 16,93/18,44/19,25/19,80/22,05 (5q, 5 CH3);

25,01/25,73/26,48/29,74/30,76 (5t, 5 CH2);
31,13 (q, H3C„-C(12)); 31,17/31,80/32,62/

33,76 (4t, 4 CH2); 39,30 (d, C(18));

41,19 (t, C(2)-CH2-COO); 42,32 (t, C(7)-CH2-
C00); 45,72 (s, C(2)); 47,03 (s, C(12));
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48,65 (s, C(7)); 51,55/51,76/52,33 (3q, 7

COOCH3); 53,68 (d, C(13)); 54,18 (d, C(8));

56,64 (d, C(3)); 58,34 (s, C(17)); 74,82 (d,

C(19)); 82,56 (s, Cd)); 91,20 (d, C(10));

102,20 (s, Cd5)); 103,59 (s, C(5));

163,44/163,55/170,95/171,43/171,70/171,88/

172,65/172,86/173,44/173,80/175,26/175,59/

176,19 (13s, 6 Imin-C und 7 Ester-Carbonyl).

Zuordnungen nach Ernst 1191.

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,18

Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,35

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,18

Methylenchlorid/Methanol 15:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,42

2.1. Oxidation der meso-Methylgruppen mit Bleitetraacetat

Herstellung einer Lösung von Bleitetraacetat in Benzol

1,13 g (2,55 mMol) Bleitetraacetat wurden in einer trockenen

100-ml-Steilbrustflasche in 80 ml Benzol (über LiAlH^ destil¬

liert) aufgelöst. Es entstand eine trübe Lösung, welche nach

einigen Stunden unter Abscheidung eines dunkelbraunen Boden¬

satzes (Bleidioxid) farblos und klar wurde. Diese Lösung bewahr¬

te man samt Bodensatz im Exsikkator unter Lichtschutz auf, wo¬

bei man für die nachstehend beschriebenen Oxidationsversuche

jeweils die überstehende Lösung verwendete.

Die Gehaltsbestimmung /l16/ der frisch hergestellten Lösung er-

gab eine Molarität von 2,80-10 (88% der Einwaage).

Anmerkung: In 3 Monaten nahm der Gehalt der Lösung um ca. 10% ab.

Fluka purum p.a., aus heissem Eisessig umkristallisiert und

dann 2 Std. am HV getrocknet.
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5,15-Bis (methoxymethyl) -cobester (1_)

30,5 mg (0,028 mMol) Cobester d) wurden in 5 ml einer 2,8-10

M Lösung von Bleitetraacetat (5,0 Aeq.) in Benzol gelöst und

anschliessend 40 Std. bei RT unter Feuchtigkeitsausschluss und

Lichtschutz gerührt. Die rote Lösung wurde mit 2 Tropfen Aethy-

lenglykol versetzt, einige Min. umgeschüttelt und dann auf Eis¬

wasser gegossen. Man extrahierte zweimal mit je 40 ml Methylen¬

chlorid und dampfte die vereinigten organischen Phasen am RV

ein. Der rote Lack wurde 1 Min. am HV getrocknet, in 30 ml Me¬

thanol gelöst und darauf 2 Std. auf 75 °C (Oelbadtemperatur) er¬

hitzt. Die abgekühlte Lösung wurde am RV auf ca. 2 ml eingeengt

und mit 1 ml einer Lösung von HCN in Methanol (1%) versetzt.

Man dampfte am RV ein, nahm den Rückstand in Methylenchlorid

auf und filtrierte die rote Lösung in einer Pasteurpipette

durch Natriumsulfat.

Das Rohprodukt wurde auf 6 Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/

Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02% HCN) durch dreimaliges Entwickeln

chromatographiert. Die Hauptzone wurde abgekratzt und das Kie¬

selgel in einer Pipette mit Methylenchlorid/Methanol 12:1

(+ 0,02% HCN) extrahiert. Das Eluat wurde am RV eingedampft

und der Rückstand nach Trocknen am HV in Methylenchlorid gelöst.

Nach Filtration durch Watte (Abtrennung von allfällig mitge¬

schlepptem Kieselgel) und Kristallisation aus Methylacetat/

Hexan erhielt man 24,0 mg (75%) 5,15-Bis(methoxymethyl)-cob-

ester ( 7_) .

C56H77CoN6016 MG 1149,20

Smp. 146- 148 °C

UV/VIS CH30H (+0,02% HCN), c = 3,82-10~5M

276(4,12), 304(3,95), 318(3,83) sh, 361,5(4,44),

414(3,59), 496(3,72) sh, 534(4,01), 570(4,14).

Minima bei 287, 328, 403, 441, 548.
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CD CH3OH (+0,02% HCN), c = 3,82-10_5M

233(0), 248(-17,4), 260(0), 275(3,4), 286(0),

303(-13,l), 316(-8,1), 342(-13,9), 358(-8,8)

sh, 367(0), 381(14,9), 401(15,4), 424(17,2),

466-491(0), 538(0,8), 556(0), 57K-1.3), 590(0).

Minima bei 311, 323, 390, 410.

IR (CHClj) 2990m, 2955m, 2845w, 2810w, 2125w, 1733s,

1583s, 1554w (sh), 1499s, 1438s, 1416w (sh),

1390m, 1368m, 1350s, 1290m, 1168s, 1106m,

1078s, 1007m, 992m (sh), 950w, 887w.

^-NMR (CDC13) 1,21/1,29/1,35/1,39/1,52/1,59 (6s, 18H, 6 CH3>;
(300 MHz) 1,60-2,92 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(18));

3,13 (dxd, J= 3,7 und 6,8 Hz, 1H, H-C(13));

3,32/3,34 (2s, 6H, 2 CH2OCH3); 3,47 (dxd, J=

4,9 und 7,9 Hz, 1H, H-C(8)7T 3,63/3,67/3,68

(doppelte Intensität)/3,69/3,71/3,75 (6s, 21H,

7 C00CH3); 3,79 (d, J = 10,6 Hz, 1H, H-C(19))*,

3,89 (verbreitertes d, J »8 Hz, 1H, H-C(3));

4,21/4,23/4,31/4,34 (4d, 2 sich überlagernde

AB-Systeme, J.g=je 11,7 Hz, 4H, CH2OCH3 an

C(5) und C(15)); 5,69 (s, 1H, H-C(IO)).

13C-NMR (CDC13) 16,81/19,35/19,72 (doppelte Intensität)/21,77

(75 MHz) (4q, 5 CHj); 25,49/26,39/27,14/29,66/30,05/

30,68 (6t, 6 CH2); 31,00 (q, H3Cp-C(12));
31,71/32,04/34,27 (3t, 3 CH2>; 38,79 (d, C(18));

40,79 (t, C(2)-CH2-C00); 43,95 (t, C(7)-CH2-
C00); 46,07 (s, C(2)); 47,51 (s, C(12));

49,52 (s, C(7)); 51,56/51,64/52,33 (3q, 7

C00CH3); 53,52 (d, C(13)); 54,22 (d, C(8));

56,28 (d, C(3)); 57,49 (q, CH2OCH3 an C(5)

und C(15)); 58,95 (s, C(17)); 67,94/68,25 (2t,

CH2OCH3 an C(5) und C(15)); 75,19 (d, C(19));

82,42 (s, Cd)); 92,59 (d, CdO)); 105,23 (s,

C(15)); 106,60 (s, C(5)); 168,01(doppelte

Intensität)/170,95/171,72/171,92/172,72/

173,32/173,40/173,71/173,85/175,50/176,38/

177,99 (12s, 6 Imin-C und 7 Ester-Carbonyl).
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DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,14

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,15

Anmerkung

Laut IR-Spektrum des Rohproduktes (fehlende Lactonbande bei

1790-1800 cm ) lief die Acetoxylierung der meso-Methylgruppen

des Cobesters d) bei RT ohne signifikante Oxidation am C(8) ab

(Nachweisgrenze von c-Lactonderivaten im IR ca 5 %) .

5,15-Bis(methoxymethyl)-cobester-c-lacton (14)

32,5 mg (0,03 mMol) Cobester d) wurden in 5 ml einer 2,4-10" M

Lösung von Bleitetraacetat (4,0 Aeq.) in Benzol 20 Std. unter

Feuchtigkeitsausschluss und Lichtschutz auf 100 C (Oelbadtem-

peratur) erhitzt. Anschliessend wurde wie im vorangehenden An¬

satz aufgearbeitet. Das Methanolyseprodukt chromatographierte

man auf 3 Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/Benzol/Methanol

20:20:1 (+0,02% HCN). Nach dreimaligem Entwickeln zeigten die

DC-Platten grünschwarze Startzonen und eine rotviolette Zone

in etwa 2/5 Plattenhöhe. Die rotviolette Zone wurde mit Methy¬

lenchlorid/Methanol 12:1 (+0,02% HCN) extrahiert und das ein¬

gedampfte Eluat nochmals auf 1 Kieselgel-DC-Platte mit Hexan/

Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN) chromatographiert.

Man erhielt 2,6 mg (8%) kristallinen 5,15-Bis(methoxymethyl)-

cobester (7_) und 0,4 mg (1%) 5,15-Bis(methoxymethyl )-cobester-

c-lacton (_14) als roten Lack.

C55H73CoN6°16 MG 1133>16

UV/VIS CH30H (+0,02% HCN) ,
keine Einwaage

277(0D=0,41), 298(0,27) sh, 310(0,30), 360

(1,00), 416(0,13), 501(0,20) sh, 540(0,38),

576(0,46).

Minima bei 289, 322, 403, 439, 555.
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IR (CHClj) u.a. 2127w, 1794m, 1734s, 1589m, 1502m, 1439m,

1370m, 1350m, 1165m, 1082s.

1H-NMR (CDC13) 1,22/1,30/1,36/1,43/1,54/1,63 (6s, 18H, 6 CH3);
(300 MHz) 1,66-2,98 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(18))

überlagert von 2,75/2,92 (2d, AB-System, J,„=

18,1 Hz, 2H, C(7)-CH2-COO); 3,12-3,22 (m, 1H

H-C(13)); 3,34 (s, 6H, CH2OCH3 an C(5) und

C(15)); 3,64 (doppelte Intensität)/3,68/3,69/

3,73/3,76 (5s, 18H, 6 COOCHj); 3,80 (d, J=

10,5 Hz, 1H, H-C(19)); 3,95-4,05 (d-artiges

m, 1H, H-C(3)); 4,08-4,48 (m, 2 sich überla¬

gernde AB-Systeme, 4H, CH2OCH3 an C(5) und

C(15)); 5,82 (s, 1H, H-CTTO)>.

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,14

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,11

Anmerkungen

a) Das 5,15-Bis(methoxymethyl)-cobester-c-lacton (1_4) liess

sich in wesentlich besseren Ausbeuten durch Umsetzung des

Cobester-c-lactons (15) mit überschüssigem Bleitetraacetat

in siedendem Benzol und anschliessender Methanolyse her¬

stellen. Dabei wurden nur geringfügige Chromophorverluste

beobachtet.

b) Die meso-Methylgruppen des Cobester-c-lactons (1_5) werden

bei Raumtemperatur nur sehr langsam oxidiert:

Bei zweitägiger Behandlung von 15 mit 5 Aequivalenten ei-

_2
ner 2,4*10 M Lösung von Bleitetraacetat in Benzol iso¬

lierte man mehr als 50% Edukt wieder zurück.
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meso-Hydroxymethyl-cobesterderivate

87 mg (0,08 mMol) Cobester d) wurden in 10 ml einer 2,4*10 M

Lösung von Bleitetraacetat (3,0 Aeq.) in Benzol gelöst und 24

Std. bei RT unter Feuchtigkeitsausschluss und Lichtschutz ge¬

rührt. Die rote Reaktionslösung versetzte man mit 3 Tropfen

Aethylenglykol, schüttelte sie 3 Min. um und goss sie dann auf

Eiswasser. Man extrahierte zweimal mit je 30 ml Methylenchlorid

und dampfte die vereinigten organischen Phasen am RV ein. Der

Rückstand wurde 1 Min. am HV getrocknet, in 3 ml Aceton gelöst

und langsam mit 30 ml Wasser versetzt. Nach Zugabe von 2 Trop¬

fen Eisessig liess man die rote, klare Lösung 4 Std. bei RT

unter Lichtschutz stehen.

Das Reaktionsgemisch wurde im Scheidetrichter auf Eiswasser ge¬

gossen, welches 20 mg Kaliumcyanid enthielt. Nach Zugabe von

2)
5 ml gesättigter Kochsalzlösung extrahierte man die wässrige

Phase viermal mit je 30 ml Methylenchlorid. Die vereinigten or¬

ganischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, am RV ein¬

gedampft und dann 24 Std. am HV (0,01 Torr) getrocknet. Es re¬

sultierten 98 mg eines roten Lackes, welcher an Kieselgel

(Flash-Chromatographie, Säulendurchmesser=1 cm) mit Methylen¬

chlorid/Methanol 25:1 (+0,02% HCN) chromatographiert wurde.

Zuerst eluierte man 70 mg Mischfraktionen und darauf 20 mg DC-

reinen 5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobester (K)). Die Mischfraktio¬

nen wurden durch Chromatographie auf 7 Kieselgel-DC-Platten

mit Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02% HCN) aufge¬

trennt. In Reihenfolge zunehmender Polarität isolierte man

1,4 mg (2%) Cobester d) sowie die 3 hydroxylierten Cobester¬

derivate 8_, £ und 1_0, welche aus Methylacetat/Hexan kristalli¬

siert wurden.

Ausbeuten:- 10 mg (11%) 5-Hydroxymethyl-cobester (8_)

27 mg (31%) 15-Hydroxymethyl-cobester (£)

41 mg (46%) 5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobester (10)

Verhindert die Bildung von Folgeprodukten (vgl. Anmerkung b)

auf S. 96).

Verhindert die Bildung von Emulsionen.
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5-Hydroxymethyl-cobester (8)

C54H73CoN6015

Smp.

UV/VIS

MG 1105,15

179- 180 UC (Zers.)

,-5,

CD

IR (CHClj)

CH30H (+0,02% HCN), c =

4,01-10 JM

276(4,07), 306(3,95), 349(4,15) sh, 365(4,47),

415(3,47), 501(3,73) sh, 539(3,96), 576(4,06).

Minima bei 287, 329, 404, 439, 554.

CH30H (+0,02% HCN), c = 4,01-10"5M

236(0), 246(-12,7) sh, 251(-15,0), 266(-l,0) sh,

269(0), 281(1,1), 288(0), 306(-ll,8), 32K-6.7),

345(-12,9), 362(-7,7), 371(0), 391(18,7),

425(15,4), 459(0), 490(-l,5), 539(-l,6),

578(-3,3), 618(0).

Minima bei 317, 326, 358, 413, 554.

3600w, 3447w (breit), 2990m, 2955m, 2846w,

2124w, 1734s, 1584s, 1552w, 1500s, 1475m (sh),

1438s, 1402m, 1390m (sh), 1374m, 1350m, 1167s,

1105m, 1089m, 1040m (sh), 1006m, 991m (sh),

880w (breit).

XH-NMR (CDC13) 1,21/1,26/1,38 (doppelte Intensität)/l,53/1,65

(300 MHz) (5s, 18H, 6 CHj); 1,68-2,92 (m, CH2 der Seiten¬

ketten und H-C(18)) überlagert von 2,24 (s, 3H,

H3C-C(15)); 3,03 (dxd, J=4,6 und 6,4 Hz, IH,

H-C(13)); 3,20-3,34 (breites Signal, IH, OH);

3,45 (dxd, J = 5,0 und 7,6 Hz, IH, H-C(8));

3,64/3,676/3,68 (doppelte Intensität)/3,70/

3,74/3,76 (6s, 21H, 7 COOCHj) darunter zusätz¬

lich IH, H-C(19); 3,96 (verbreitertes d, J=9Hz,

IH, H-C(3)); 4,53/4,68 (2dxd, J=je 5 und

13,5 Hz, 2H, C(5)-CH2-OH); 5,63 (s, IH, H-CdO)).

13C-NMR (CDC13) 15,37 (q, H3C-C(15)); 17,13/18,46/19,80/20,39/

(75 MHz) 21,86 (5q, 5 CH3>; 25,40/25,73/26,28/29,72/

30,78 (5t, 5 CH2); 31,04 (q, H3Cp-C(12));
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31,26/31,78/32,54/33,38 (4t, 4 CH2);
39,15 (d, C(18>); 41,08 (t, C(2)-CH2-COO);
44,20 (t, C(7)-CH2-COO); 46,22 (s, C(2));

47,29 (s, C(12)); 49,57 (s, C(7)); 51,62/

51,77/51,86/51,94/52,38 (5q, 7 COOCH-j);
53,44 (d, C(13)); 54,12 (d, C(8)); 55,65 (d,

C(3)); 57,84 (t, C(5)-CH2OH); 58,50 (s, C(17));

75,09 (d, C(19)); 82,01 (s, Cd)); 91,68 (d,

CdO)); 103,22 (s, C(15)); 108,54 (s, C(5));

163,16/167,26/171,13/171,67/171,79/172,17/

172,83/173,40/173,62/173,76/175,61/175,85/

177,14 (13s, 6 Imin-C und 7 Ester-Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,27

15-Hydroxymethyl-cobester (£)

C54H73CoN6°15 MG 1105-15

Smp. 192 - 194 °C (Zers.)

UV/VIS CH30H (+0,02% HCN), c = 3,83-10"5M

276(4,08), 306(3,95), 349(4,16) sh, 365(4,47),

415(3,48), 501(3,73) sh, 539(3,96), 575(4,06).

Minima bei 287, 329, 403, 440, 554.

CD CH30H (+0,02% HCN), c = 3,83-10"5M

236(0), 246(-ll,6) sh, 25K-13.3), 261(0),

264(1,4) sh, 276(4,2), 289(0), 306(-9,4),

322(-6,3), 344(-13,l), 362(-8,l), 370(0),

391(19,2), 423(15,5), 461(0), 504(-l,6) sh,

538(-2,4), 576(-4,9), 607(0).

Minima bei 316, 326, 357, 412, 553.

IR (CHC13) 3600w, 3460w (breit), 2990m, 2955m, 2846w,

2124w, 1732s, 1582s, 1500s, 1438s, 1393m,

1374m, 1352m, 1174m, 1155s, 1136m (sh), 1105m,

1088m, 1044m, 1003m, 946w (sh), 886w.
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XH-NMR (CDC13) 1,20/1,31/1,35/1,38/1,52/1,57 (6s, 18H, 6 CHj);
(300 MHz) 1,60-2,76 (m, CH2 der Seitenketten) überla¬

gert von 2,19 (s, 3H, H3C-C(5)); 2,80-2,92 (m,

IH, H-C(18)); 3,13 (t-artiges m, J;5 Hz, IH,

H-C(13)); 3,24(t-artiges m, J = 5 Hz, IH, OH);

3,46(dxd, J = 5,0 und 7,7 Hz, IH, H-C(8));

3,65/3,67 (doppelte Intensität)13,68 (doppelte

Intensität)/3,72/3,75 (5s, 21H, 7 COOCH-j);
3,81 (d, J=10,4 Hz, IH, H-C(19)) überlagert

von 3,76-3,86 (m, IH, H-C(3)); 4,63 (dxd,

J = 4,5 und 13,5 Hz, lH)/4,76 (dxd, J = 6 und

13,5 Hz, IH) C(15)-CH2-OH; 5,63 (s, IH, H-C(10)),

13C-NMR (CDC13) 15,89 (q, H.jC-C(5)); 16,87/19,21/19,81/19,93/

(75 MHz) 22,05 (5q, 5 CHj); 24,86/26,42/27,31/30,21/

30,62 (5t, 5 CH2); 31,02 (q, H3Cp-C(12));
31,09/31,80/32,52/33,70 (4t, 4 CH2>;
38,84(d, C(18)); 41,02 (t, C(2)-CH2-COO);
42,34 (t, C(7)-CH2-COO); 45,63 (s, C(2));

47,18 (s, C(12)); 48,39 (s, C(7)); 51,66/

51,70/51,77/51,88/52,33 (5q, 7 COOCHj);
53,56 (d, C(13)); 54,38 (d, C(8)); 56,70 (d,

C(3)); 58,30 (t, C(15)-CH2OH); 58,80 (s, C(17));

75,13 (d, C(19)); 82,85 (s, Cd)); 91,93 (d,

CdO)); 104,65 (s, C(5)); 106,97 (s, C(15));

163,15/167,56/170,89/171,73/171,89/172,52/

172,64/173,40/173,76/174,70/175,34/176,26/

176,38 (13s, 6 Imin-C und 7 Ester-Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,24

5,15-Bis(hydroxymethyl)-cobester (10)

c54H73CoN6°16 MG 1121,15

Strip. 201 - 202 °C (Zers.)
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UV/VIS CH30H (+0,02% HCN), c = 3,74-10"JM

276(4,08), 305(3,95), 319(3,82) sh, 363(4,45),

413(3,55), 496(3,72) sh, 534(3,99), 571(4,11).

Minima bei 287, 327, 402, 439, 548.

CD CHjOH (+0,02% HCN), c=3,74-10 M

235(0), 250(-15,9), 264(0), 275(2,6), 287(0),

305(-ll,8), 318(-6,8), 343(-13,3), 357(-7,5)

sh, 368(0), 384(15,5), 400(15,5), 424(16,6),

461(0), 490(-l,l), 537(-l,7) sh, 575(-4,7),

620(0). Minima bei 314, 324, 392, 411, 515.

IR (CHC13) 3595w, 3470w (breit), 2991m, 2955m, 2845w,

2127w, 1732s, 1583s, 1556w (sh), 1499s, 1439s,

1414w, 1390m (sh), 1378m, 1346m, 1165s, 1134m

(sh), 1106m, 1088m, 1004m, 940w (sh), 886w.

*H-NMR (CDC13)
(300 MHz)

13
NMR (CDC13)C

(75 MHz)

1,21/1,30/1,38/1,39/1,54/1,65 (6s, 18H, 6 CH-j);
1,66-2,94 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(18));

3,14 (t-artiges m, J:5 Hz, IH, H-C(13));

3,26/3,31 (2t-artige m, J=je 5,5 Hz, 2H,

CH2OH an C(5) und C(15)) tauschen mit D„0 aus;

3,47 (dxd, J = 5,2 und 7,5 Hz, IH, H-C(8));

3,666/3,676/3,68/3,684 (doppelte Intensität)/

3,74/3,76 (6s, 21H, 7 C00CH.j); 3,80 (d, J =

10,6 Hz, IH, H-C(19)); 3,98 (verbreitertes d,

J;9 Hz, IH, H-C(3)); 4,50-4,82 (Signalhaufen,

4H, CH20H an C(5) und C(15)); 5,67 (s, IH,

H-CdÖT).

17,12/19,80/19,94/20,45/21,88 (5q, 5 CH3);
25,26/26,28/27,38/30,24/30,75 (5t, 5 CH2>;
30,99 (q, H3Cp-C(12)); 31,23/31,81/32,46/

33,32 (4t, 4 CH2); 38,77 (d, C(18)); 41,00

(t, C(2)-CH2-COO); 44,32 (t, C(7)-CH2-COO);
46,23 (s, C(2)); 47,49 (s, C(12)); 49,40

(s, C(7)); 51,71/51,76/51,96/52,36 (4q,

7 C00CH3); 53,41 (d, C(13)); 54,41 (d, C(8));

55,73 (d, C(3)); 57,76/58,28 (2t, CH20H an
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C(5) und C(15)); 58,99 (s, C(17)); 75,45 (d,

C(19)); 82,35 (s, Cd)); 92,30 (d, CdO));

107,88 (s, C(15)); 109,52 (s, C(5)); 166,91/

167,39/171,09/171,74/171,83/173,37/173,41/

173,74 (doppelte Intensität)/174,73/175,73/

176,68/177,34 (12s, 6 Imin-C und 7 Ester-

Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,18

Anmerkungen

a) Bei Umsetzung von 40 mg (0,037 mMol) Cobester d) mit 5 ml

einer 3,7-10 M Lösung von Bleitetraacetat (5,0 Aeq.) in

Eisessig (40 Std., RT) und Aufarbeitung wie oben beschrie¬

ben, Chromatographie des Rohproduktes auf 5 Kieselgel-DC-

Platten mit Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) erhielt man nach Kristallisation 6 mg (15%) 15-Hydro-

xymethyl-cobester (9_) und 21 mg (51%) 5,15-Bis(hydroxyme-

thyl)-cobester (10). Vom 5-Hydroxymethyl-cobester (8_) waren

auf den präparativen Dünnschichtchromatogrammen nur Spuren

zu erkennen; zusätzlich waren diverse orangerote Zonen

vorhanden.

b) Die in Stellung 5 eine Hydroxymethylgruppe tragenden Cobes¬

terderivate 8_ und _10 sind unstabil. Eine Lösung des 5-Hydro-

xymethyl-cobesters (8_) in Methanol zersetzte sich im Laufe

mehrerer Monate laut DC vollständig

Die Stabilität des 5-Hydroxymethyl- (8_) und des 5,15-Bis

(hydroxymethyl(-cobesters (V0) ist in wässriger Lösung vom

pH-Wert abhängig. Während Lösungen dieser beiden Verbindun¬

gen bei pH 4 einigermassen stabil sind, wandeln sich 8_ und

10 bei pH>6bei mehrstündigem Stehenlassen praktisch quan¬

titativ in die entsprechenden c-Säuren um (vgl. S. 97).

Im Gegensatz dazu ist der 15-Hydroxymethyl-cobester (j)) in

Methanol völlig stabil.
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:) Umwandlung der meso-Hydroxymethyl- in meso-Methoxymethyl-

gruppen:

10 mg (0,01 mMol) 5 ,15-Bis(hydroxymethyl )-cobester (1^0)

wurden in 5 ml einer 10"2M Lösung von HCKg) in Methanol

20 Min. bei Raumtemperatur stehengelassen. Man goss das

Reaktionsgemisch auf 20 ml eiskalten, cyanidhaltigen Kalium¬

phosphatpuffer pH 7,5 und extrahierte die wässrige Phase

zweimal mit je 20 ml Methylenchlorid. Die vereinigten or¬

ganischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und

am RV eingedampft. Kristallisation aus Methylacetat/Hexan

lieferte den 5,15-Bis(methoxymethyl)-cobester (_7) in nahe¬

zu quantitativer Ausbeute.

Umwandlung des 5-Hydroxymethyl-cobesters (8) in das s-Lacton H

und in die 5-Hydroxymethyl-cobester-c-säure (12)

COjCHj
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Eine Lösung von 2,2 mg (2pMol) 5-Hydroxymethyl-cobester (8) in

3 ml Aceton versetzte man vorsichtig mit 30 ml 0,1 M Kalium¬

phosphatpuffer pH 7,8 . Man liess den Ansatz 4 Std. bei RT ste¬

hen und stellte den pH-Wert danach mit Eisessig auf 6 ein. Nach

Zugabe von 3 ml gesättigter Kochsalzlösung und 10 mg Kaliumcya-

nid extrahierte man zweimal mit je 20 ml Methylenchlorid. Die

vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrock¬

net und am RV eingedampft. Das Rohprodukt wurde auf 1 Kieselgel-

DC-Platte mit Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02% HCN)

chrornatographiert. Aus dem Kieselgel der beiden getrennten Zo-
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nen in etwa halber Plattenhöhe extrahierte man mit Methylen¬

chlorid/Methanol 12:1 (+0,02% HCN) 0,2 mg (9%) Edukt 8 und

0,4 mg (19%)e-Lacton J^l. Die Hauptzone am Start lieferte

1,3 mg (60%) 5-Hydroxymethyl-cobester-c-säure (12)(Ausbeuten

spektroskopisch bestimmt).

Reduktion von 11_ und 1_2 mit Zink in Eisessig nach der Vorschrift

auf S. 112 ergab in ca. 70% Ausbeute (spektroskopisch bestimmt)

die Cobester-c-säure (L3), welche nach DC, UV/VIS- und 300-MHz-

H-NMR-Spektrum mit einer authentischen Probe (vgl. S.112)

identisch war.

E-Lacton 11

C53H69CoN6014

UV/VIS

MG 1073,11

CH30H (+0,02% HCN), qualitativ

277(OD = 0,41), 308(0,34), 323(0,25) sh,

350(0,51) sh, 368(1,00), 419(0,11) sh,

500(0,18) sh, 543(0,37), 578(0,46).

Minima bei 288, 331, 442, 556.

1H-NMR (CDC13)
(300 MHz)

1,22/1,24/1,26/1,37 (doppelte Intensität)/1,54

(5s, 18H, 6 CH3); 1,60-2,80 (m, CH2 der Sei¬

tenketten) überlagert von 2,26 (s, 3H,

H3C-C(15)); 2,89 (d, A-Teil eines AB-Systems
l \

JAß=14,5 Hz, IH) überlagert von m, IH, H-C(18);

2,99/3,06 ( 2 t-artige m, J = je 6 Hz, 2H,

H-C(8 und 13)); 3,13 (d, B-Teil eines AB-

Systems
X)

, J,ß=14,5 Hz, IH); 3,64/3,68/3,71/

3,74/3,76/3,77 (6s, 18H, 6 CHj) darunter zu¬

sätzlich IH, H-C(3)); 3,84 (d, J=10,3 Hz, IH,

H-C(19)); 5,21 (s, 2H, C(5)-CH2-OCO);
5,56 (s, IH, H-CdO)).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,21

C(7)-CH2-COO
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5-Hydroxyraethyl-cobester-c-säure (12)

MG 1091,12

CHjOH (+0,1% HCN), qualitativ

276(OD = 0,40), 306(0,32), 321(0,21) sh,

348(0,47) sh, 365(1,00), 412(0,09),

498(0,18) sh, 536(0,31), 574(0,40).

Minima bei 288, 328, 403, 438, 551.

Methylacetat/Benzol/Methanol 35:12:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,01

Methylenchlorid/Methanol 15:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,09

a) Das E-Lacton 1_1 ist eine unstabile Verbindung und wandelt

sich in wässriger Lösung bei pH 6-8 in die 5-Hydroxymethyl-

cobester-c-säure (1_2) um.

Eine Lösung von 11_ in Methanol hatte sich nach 4 Std.

zu ca. 50% (visuell auf DC abgeschätzt) zersetzt.

b) Die 5-Hydroxymethyl-cobester-c-säure (1_2) wurde nur durch

ein UV/VIS-Spektrum charakterisiert. Deren Polarität auf

DC (-* Monosäure), deren Reduktion zur Cobester-c-säure (13)

sowie der Umstand, dass 1_2 ein Folgeprodukt des E-Lactons

11 darstellt, legen die Struktur von L2 jedoch eindeutig

fest.

c) Nach Umsetzung des 15-Hydroxymethyl-cobesters (£) mit

Aceton/Kaliumphosphatpuffer pH 7,8 1:10 (4 Std., RT) -

wie oben beschrieben - isolierte man das Edukt quantitativ

zurück.

C53HnCoN6015

UV/VIS

DC (Kieselgel)

Anmerkungen
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2.2. Reduktion der meso-Hydroxymethylgruppen mit Zink

5,15-Bis(monodeuteromethyl)-cobester

Man löste 11,2 mg (0,01 mMol) kristallinen 5,15-Bis(hydroxy-

methyl)-cobester (10) in 2ml CHjCOOD , gab 300 mg Zinkpulver

(Fluka, puriss. p.a.) zu und rührte das heterogene Gemisch

darauf heftig unter Argon. Nach 10 Min. filtrierte man die

grüne Lösung (Co(D) durch eine Glasfilternutsche, wobei man

das braune Filtrat (Co(ID) direkt im Scheidetrichter auf 50 ml

eiskalte, cyanidhaltige 2M K~HP0,-Lösung tropfen liess. Das

Zink wurde mit Methanol gewaschen und die violette, wässrige

Phase anschliessend zweimal mit je 25 ml Methylenchlorid ex¬

trahiert. Man trocknete die vereinigten organischen Phasen

mit Natriumsulfat und dampfte am RV ein. Das Rohprodukt wurde

auf 2 Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/Benzol/Methanol

40:10:1 (+0,02% HCN) chromatographiert. Die Hauptzone extra¬

hierte man mit Methylenchlorid/Methanol 12:1 (+0,02% HCN) und

dampfte das Eluat am RV ein. Der Rückstand wurde am HV getrock¬

net, in wenig Methylenchlorid gelöst und dann durch Watte fil¬

triert. Kristallisation aus Methylacetat/Hexan ergab 7,5 mg

(69%) violette Nadeln.

Smp. 200 - 201 °C (Zers.)

UV/VIS Identisch mit dem Spektrum des Cobesters d)

(vgl. S. 84 ).

IR (CHCl,) Deckbar mit dem Spektrum der undeuterierten

Verbindung mit Ausnahme der folgenden Abwei¬

chungen:

[5,15-(CH2D)2]Cobester Cobester d)

1402m

1390m (sh) 1392m

1383m

1368m (sh) 1367m

Fluka puriss., >99,5 Atom % D; <0,02% H20 und D20.
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H-NMR (CDClj)
(300 MHz)

13
C-NMR (CDC13)

Identisch mit dem Spektrum des Cobesters (1)

mit Ausnahme der folgenden Abweichungen:

2,160 (bs, H2DC-C(5)); 2,176 (s, verminderte

Intensität, H3C-C<5)); 2,213 (bs, H2DC-C(15));
2,229 (s, verminderte Intensität, H3C-C(15)).

Deuterierungsgrad: ca. 80% (durch Integration

der obigen Signale bestimmt).

15,03 (t, 1J(13C-2H) = 19 Hz, H2DC-C(15));
15,64 (t, 1J(13C-2H)= 19,5 Hz, H2DC-C(5))(75 MHz, breit-

bandentkoppelt) Die übrigen Signale sind unverändert (±0,1 ppm),

5-Monodeuteromethyl- und 15-Monodeuteromethyl-cobester

Die Herstellung erfolgte aus dem 5-Hydroxymethyl- (8_) und dem

15-Hydroxymethyl-cobester (^) nach der Vorschrift auf S. 100.

^-NMR (CDClj) [5-CH2D]Cobester
(300 MHz)

[l5-CH2D]Cobester

2,161 (bs, ca. 1,6H)

2,176 (s, ca. 0,6H)

2,229 (s, 3H)

2,176 (s, 3H)

2,212 (bs, ca. 1,6H)

2,229 (s, ca. 0.6H)

13
C-NMR (CDC13)

1),

(75 MHz, breit- 15,25 (s, u ')

bandentkoppelt) 15,61 (t, J=20 Hz)

1),

Nach 1:1-

Verdünnung
mit Cobester

15,88 (s, v *')

102,14 (s, u n)

103,49 (s, vX))

103,55 (s, v1})

15,03 (t, J = 20 Hz)

15,27 (s, v D)

15,89 (s, u1})

102,11 (s, vX))

102,16 (s, vX))

103,54 (s, uX))

u=unverminderte Intensität; v=verminderte Intensität.



- 102 -

2.3. Abspaltung der meso-Hydroxymethylgruppen mit Dowex 50 W

5,15-Bisnorcobester (18)

40,0 mg (0,036 mMol) kristalliner 5,15-Bis(hydroxymethyl)-

cobester (IjO) wurden in 1 ml Eisessig gelöst und nach Zugabe von

2 ml Wasser 30 Min. auf 50 °C erhitzt. Die rote Lösung absor¬

bierte man auf einer Glasfilternutsche an 4,0 g Dowex 50 W
,

wobei man das anfänglich noch rote Filtrat solange zirkulieren

liess bis es farblos geworden war. Das beladene Harz wurde neu¬

tralgewaschen und dann in 12 ml entgastem Wasser 22 Std. unter

Argon auf 75-80 C (Oelbadtemperatur) erhitzt. Man verdrängte

das Wasser durch wiederholtes Trockensaugen und Aufschlämmen

des Harzes in Methanol. Das Harz wurde in 20 ml entgastem Me¬

thanol 24 Std. bei 30 °C unter Argon gerührt und darauf auf der

Glasfilternutsche mit 1 ml konzentrierter, wässriger Ammoniak¬

lösung in 4 ml Methanol neutralisiert. Die Corrine wurden mit

wässriger Kaliumcyanid-Lösung (0,2%) und Methanol desorbiert,

wobei das Eluat direkt im Scheidetrichter auf ein Gemisch aus

Eiswasser/O,5 g Eisessig/50 ml Tetrachlorkohlenstoff tropfte.

Nach Umschütteln wurde die organische Phase abgetrennt und die

wässrige Phase noch zweimal mit je 30 ml Tetrachlorkohlenstoff

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit

Natriumsulfat getrocknet und am RV eingedampft. Es resultierten

35,5 mg (nach fünftägigem Trocknen am HV) eines roten Lackes,

welcher an Kieselgel (Flash-Chromatographie, Säulendurchmesser

=1 cm) mit Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN) chro-

matographiert wurde. Zuerst eluierte man 22 mg 5,15-Bisnorcob¬

ester (JJ5), welcher laut DC lacton-frei war. Die anschliessend

eluierten Mischfraktionen (11 mg) wurden auf 2 Kieselgel-DC-

Platten mit dem gleichen Laufmittel nochmals chromatographiert

(zweimaliges Entwickeln der Platten). Man erhielt weitere 7 mg

18 und 3 mg (8%) leicht verunreinigtes 5,15-Bisnorcobester-c-

lacton /18/ als roten Lack. Nach Kristallisation aus Methyl-

acetat/Hexan wurden 26 mg (69%) 5,15-Bisnorcobester (1J$) er¬

halten (rote Kristalle).

Dowex 50W X2 200-400 mesh, Fluka p.a. ; vor Gebrauch nach¬

einander mit 2N NaOH, H,0, 2N HCl, H~0 und CH^OH gewaschen.
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CroH.nCoN-O., MG 1061,09
52 05 0 It

Smp.

UV/VIS CHjOH (+0,02% HCN), c = 4,05-10"5M

272(4,08), 288(3,86) sh, 300(3,93), 314(3,89),

340(4,12) sh, 357(4,46), 409(3,57), 486(3,66)

sh, 524(3,89), 561(4,06).

Minima bei 282, 308, 324, 396, 434, 537.

CD CH30H (+0,02% HCN), c = 4,05-10"5M

233(0), 248(-17,5), 299(-14,8), 313(-7,7),

338(-8,4), 358(0), 378(12,1) sh, 394(12,8),

417(10,6), 476(0), 532(-7,4), 564(-13,5), 625(0).

Minima bei 276, 309, 321, 408, 538.

IR (CHC13) 2990m, 2955m, 2845w, 2124w, 1733s, 1637w, 1598m,

1574m, 1518s, 1507m (sh), 1458m (sh), 1437s,

1420w (sh), 1365s, 1174s, 1147s, 1104m, 1048w,

1036w (sh), 1006m, 991m (sh), 886w.

XH-NMR (CDC13) 1,17/1,285/1,292/1,32/1,41/1,44 (6s, 18H, 6 CH3>;
(300 MHz) 1,70-2,88 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(13

und 18)); 3,45/3,48 (2 sich überlagernde t,

J = je 7 Hz, 2H, H-C(3 und 8)); 3,66/3,67/3,68/

3,685/3,70/3,76 (doppelte Intensität) (6s, 21H,

7 COOCHj); 3,79 (d, J=10,4 Hz, IH, H-C(19));

5,57/5,629/5,632 (3s, 3H, H-C(5,10und 15)).

Zusätzlich die Signale von ca. 10% des 13ß-

Isomeren u.a. bei 5,54/5,64 (2s).

XH-NMR (C6D6) 0,94/0,98/1,04/1,09/1,35/1,43 (6s, 18H, 6 CHj);
(300 MHz) 1,74-2,78 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(13));

2,80-2,94 (m, IH, H-C(18)); 2,99 (d, J=15,3 Hz,

IH); 3,18/3,21/3,34/3,345/3,39/3,41/3,52 (7s,

21H, 7 C00CH3); 3,56/3,64 (2t, J=je 6,5 Hz,

2H, H-C(3 und 8)); 3,98 (d, J = 10,3 Hz, IH,

H-C(19)); 5,67 (s, IH, H-C(15)); 5,74 (s, IH,

H-CdO)); 5,92 (s, IH, H-C(5)).

Zusätzlich die Signale von ca. 10% des 13 ß-

Isomeren u.a. bei 5,65/5,73 (2s).
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13C-NMR (CDClj) 17,37/18,51/20,03/21,15/21,78 (5q, 5 CHj);
(75 MHz) 25,03/25,76/26,45/29,42/31,43 (dreifache In¬

tensität)^,05/32,76 (7t, 9 CH2); 28,93 (q,

H3Cp-C(12)); 38,56 (d, C(18))-, 41,51 (t,

C(2)-CH2-COO); 45,86 (t, C(7)-CH2-COO);
46,49/47,69/48,76 (3s, C(2,7 und 12));

51,63/51,67/51,82/52,24 (4q, 7 COOCHj);
52,48/52,81 (2d, C(8 und 13)); 56,07 (s, C(17));

57,48 (d, C(3)); 74,74 (d, C(19)); 81,98 (s,

Cd)); 91,64 (d, C(10)); 92,53 (d, C(15));

95,28 (d, C(5)); 165,73/169,15/170,98/171,36/

171,63/172,51/172,90/172,95/173,23/173,31 (dop¬

pelte Intensität)/175,11/178,83 (12s, 6 Imin-C

und 7 Ester-Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,18

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02 % HCN)

Rf = 0,19

Anmerkungen

a) Erhitzen des an Dowex 50 W absorbierten 5,15-Bis(hydroxy-

methyl) -cobesters (IX)) in Wasser auf 60 °C (24 Std.) hatte

die unvollständige Abspaltung der meso-Hydroxymethylgruppen

zur Folge. Der in ca. 30% Ausbeute isolierte 5,15-Bisnor¬

cobester (1_8) enthielt gemäss H-NMR-Spektrum (CgD,, 300

MHz) ebenfalls ca. 10% des 13ß-Epimeren.

b) Umsetzung von 13,4 mg (0,012 mMol) kristallinem 10 in 5 ml

0,35 M wässriger Essigsäure-Lösung (24 Std., 100 °C, entgas¬

te Ampulle), Lyophilisation und anschliessende Methanolyse

des Rückstandes (30 ml Methanol, 2 ml konz. Schwefelsäure;

17 Std., 75 °C) ergab nach Chromatographie des Rohproduktes an

3 Kieselgel-DC-Platten mit Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1

(+0,02% HCN) 6 mg lactonfreie und 4 mg lactonhaltige (IR-

Absorption bei ca. 1790 cm ) Verbindungen. Aus dem lacton-

freien Gemisch isolierte man nach Chromatographie auf 2
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Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/Benzol/Methanol

30:15:1 (+0,02% HCN) (zweimaliges Entwickeln der Platten)

4 mg (32%) kristallinen 5,15-Bisnorcobester (IJi), welcher

ebenfalls 5-10% des 13 ß-Epimeren enthielt ( H-NMR-Evidenz).

5-Norcobester (19)

19,5 mg (0,018 mMol) 5-Hydroxymethyl-cobester (8_) wurden nach

der Vorschrift auf S. 102 umgesetzt. Das Rohprodukt (18 mg)

wurde zur Abtrennung der c-Lactonderivate auf 4 Kieselgel-DC-

Platten mit Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN) chro-

matographiert. Die lactonfreie Zone wurde zur weiteren Reini¬

gung nochmals auf 3 Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/

Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02% HCN) chromatographiert, wobei

man die Platten zweimal entwickelte. Nach Kristallisation aus

Methylacetat/Hexan erhielt man 13,5 mg (71%) 5-Norcobester (19),

welcher laut H-NMR (vgl. S. 31) und C-NMR epimerenfrei war.

C53HnCoN6014

Smp.

UV/VIS

CD

MG 1075,12

192- 194 °C (Zers.)

CH30H (+0,02% HCN), c = 4,14-10"5M

274(4,08), 304(3,95), 319(3,85) sh, 346(4,16)

sh, 363(4,49), 413(3,50), 496(3,70) sh,

534(3,93), 572(4,04).

Minima bei 285, 328, 401, 435, 549.

CH30H (+0,02% HCN), c = 4,14-10~5M

234(0), 250(-18,3), 274(-5,7), 304(-15,8),

317(-7,7), 342(-9,9), 361(0), 386(14,8),

395(14,3) sh, 421(12,1), 470(0), 536(-4,6),

572(-7,3), 618(0).

Minima bei 267, 282, 314, 324, 410, 548.

IR (CHC13) 2989m, 2952m, 2842w, 2121w, 1733s, 1636w, 1590m,

1554m, 1516m, 1500m (sh), 1470m (sh), 1437m,

1415w (sh), 1380m (sh), 1367m, 1351m, 1298m,

1174s, 1143m, 1104m, 1074w (sh), 1045w, 1005m.
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XH-NMR (CDC13) 1,21/1,26/1,31/1,38/1,41/1,45 (6s, 18H, 6 CHj);
(300 MHz) 1,64-2,72 (m, CH2 der Seitenketten) überlagert

von 2,26 (s, 3H, H3C-C(15)); 2,78-2,92 (m,

IH, H-C(18)); 3,00-3,10 (t-artiges m, IH,

H-C(13)); 3,41 (t, J = 6,5 Hz, IH, H-C(8));

3,48 (t, J = 7,0 Hz, IH, H-C(3)); 3,64/3,66/

3,67/3,69/3,70/3,75/3,76 (7s, 21 H, 7 COOCHj)
darunter zusätzlich IH, H-C(19); 5,57/5,63

(2s, H-C(5 und 10)).

XH-NMR (CgDg) 0,95 (doppelte Intensität)/l,09/1,11/1,32/1,48

(300 MHz) (5s, 18H, 6 CHj); 1,70-3,02 (m, CH2 der Sei¬

tenketten und H-C(18)) überlagert von 2,21

(s, 3H, H3C-C(15)) und 2,82 (t, J = 5,7 Hz, IH,

H-C(13)); 3,16/3,22/3,32/3,35 (doppelte Inten-

sität)/3,36/3,51 (6s, 21H, 7 C00CH3); 3,54/

3,63 (2t, J=je 6,5 Hz, 2H, H-C(3 und 8));

3,98 (d, J = 10,7 Hz, IH, H-C(19)); 5,74 (s,

IH, H-CdO)); 5,86 (s, IH, H-C(5)).

13C-NMR (CDC13) 15,50 (q, H3C-C(15)); 17,08/18,34/19,00/19,99/

(75 MHz) 21,93 (5q, 5 CHj); 25,71/25,86/26,32/29,82/

30,95/31,72 (doppelte Intensität)/32,70/32,92

(8t, 9 CH2); 30,86 (q, H3Cp-C(12)); 39,34 (d,

C(18)); 41,35 (t, C(2)-CH2-COO); 45,87 (t,

C(7)-CH2-COO); 46,88/47,64 (doppelte Intensi¬

tät) (2s, C(2, 7 und 12)); 51,57/51,64/51,80/

52,32 (4q, 7 COOCHj); 52,32/53,69 (2d, C(8 und

13)); 57,55 (d, C(3)); 58,50(s, C(17));

75,46 (d, C(19)); 80,97 (s, Cd)); 91,07 (d,

CdO)); 94,23 (d, C(5)); 103,59 (s, C(15));

163,28/169,04/170,96/171,69 (doppelte Intensi-

tät)/172,09/172,21/172,85 (doppelte Intensität)/

173,24/173,74/175,78/177,75 dls, 6 Imin-C

und 7 Ester-Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,18

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02 % HCN)

Rf = 0,17
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15-Norcobester (20)

Aus 23,0 mg (0,021 mMol) 15-Hydroxymethyl-cobester (£) erhielt

man nach der Vorschrift auf S. 102
, Chromatographie des Roh¬

produktes (19,5 mg) auf 4 Kieselgel-DC-Platten mit Methylace¬

tat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02% HCN)
'
und Kristallisation

aus Methylacetat/Hexan 16,0 mg (72%) 15-Norcobester (20).

1 13
Dieser war gemäss H-NMR (vgl. S. 31 ) und C-NMR epimerenfrei.

C53HnCoN6014

Smp.

UV/VIS

MG 1075,12

186- 190 UC (Zers.)

,-5„
CH30H (+0,02% HCN), c =

4,06-10 JM

273(4,04), 303(3,95), 319(3,86) sh, 345(4,15)

sh, 362(4,46), 412(3,47), 494(3,71) sh,

533(3,89), 569(4,01).

Minima bei 284, 327, 400, 434, 545.

CD CH30H (+0,02% HCN), c=4,06-10 M

235(0), 243(-10,0) sh, 249(-12,l), 259(0),

266(2,7) sh, 273(4,2), 284(0), 303(-8,7),

318(-5,2), 342(-9,9), 36K-5.1), 368(0),

393(16,0), 420(12,1), 465(0), 533(-5,l) sh,

570(-9,0), 631(0).

Minima bei 312, 324, 356, 411.

IR (CHClj)

1H-NMR (CDC13)
(300 MHz)

2989m, 2954m, 2845w, 2121w, 1733s, 1636w,

1596m, 1560m, 1520m, 1500m (sh), 1437m, 1420w

(sh), 1393m, 1366m, 1346m (sh), 1280m, 1172s,

1152m, 1098m, 1071m (sh), 1034w, 1005m, 992m

(sh), 947w, 884w.

1,17/1,26/1,30/1,35/1,48/1,58 (6s, 18H, 6 CH3);
1,68-2,82 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(13

und 18)) überlagert von 2,18 (s, 3H, H3C-C(5));
3,47 (dxd, J = 4,8 und 7,8 Hz, IH, H-C(8));

*
Mit diesem Laufmittel kann - im Gegensatz zur 5-Nor- und 5,15-

Bisnorcobester-Reihe - die lactonfreie von der entsprechenden

c-Lactonverbindung gut getrennt werden.
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3,67 (doppelte Intensität)13,68/3,69/3,71/3,72/

3,76 (6s, 21H, 7 C00CH3); 3,82 (d, J = 10,3 Hz,

IH, H-C(19)) überlagert von m, IH, H-C(3);

5,48/5,57 (2s, 2H, H-C(10 und 15)).

*H-NMR (C6D6) 0,94/0,98/1,05/1,11/1,38/1,45 (6s, 18H, 6 CH.j);
(300 MHz) 1,70-2,74 (in, CH2 der Seitenketten und H-C(13))

überlagert von 2,08 (s, 3H, H3C-C(5));
2,77-2,89 (m, IH, H-C(18)); 2,94 (d, J = 15,2

Hz, IH); 3,23/3,27/3,32/3,33/3,38/3,40/3,43

(7s, 21H, 7 C00CH3); 3,68 (dxd, J = 5,l und 7,8

Hz, IH, H-C(8)); 3,89-3,97 (m, IH, H-C(3));

3,98 (d, J = 10,3 Hz, IH, H-C(19)); 5,59 (s,

IH, H-C(15)); 5,69 (s, IH, H-CdO)).

13C-NMR (CDC13) 15,97 (q, H3C-C(5)); 17,32/19,23/20,19/21,42/

(75 MHz) 21,84 (5q, 5 CHj); 24,62/25,16/26,51/29,41/

31,09/31,59 (doppelte Intensität)/32,17/33,66

(8t, 9 CH2); 28,57 (q, H3Cp-C(12)>; 38,50 (d,

C(18)); 41,49 (t, C(2)-CH2-COO); 42,22 (t,

C(7)-CH2-COO); 45,54/48,26/48,82 (3s, C(2,7

und 12)); 51,62/51,74/52,27 (3q, 7 COOCHj);
52,69/54,22 (2d, C(8 und 13)); 56,07 (s, C(17));

56,40 (d, C(3)); 74,31 (d, C(19)); 83,69 (s,

C(D); 91,26 (d, CdO)); 91,87 (d, C(15));

104,77 (s, C(5)); 163,76/165,86/170,98/171,39/

171,87/172,46/172,68/173,04/173,31/173,47/

175,08/175,71/177,28 (13s, 6 Imin-C und 7

Ester-Carbonyl).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,18

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02 % HCN)

Rf = 0,19
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2.4. Deuterierungsversuche am 5,15-Bisnorcobester (18)

3,5 mg (3,3/uMol) 5,15-Bisnorcobester (1_8_) wurden in einem

trockenen 10-ml-Kölbchen in ca. 10 Tropfen Tetrachlorkohlenstoff

gelöst und dann mit 1 ml einer 10 vol%igen Lösung von Deutero-

trifluoressigsäure (Fluka, puriss.; >99,5 Atom% D) in Tetra¬

chlorkohlenstoff versetzt. Die sofort orange gewordene Lösung

wurde heftig gerührt und nach genau 2 Minuten auf Eiswasser ge¬

gossen, welches 2 g K2HP04'3H20 enthielt. Nach Zugabe von 20 mg

Kaliumcyanid extrahierte man die wässrige Phase zweimal mit je

20 ml Methylenchlorid. Die vereinigten organischen Phasen wur¬

den mit Natriumsulfat getrocknet und am RV auf ca. 0,5 ml ein¬

geengt. Man absorbierte die rote Lösung in einer Pasteurpipette

auf Flash-Kieselgel (Füllhöhe 5 cm, Säule mit Methylenchlorid

aufgezogen) und wusch das Kieselgel mit Methylenchlorid. Die

rote Startzone wurde anschliessend mit Methylenchlorid/Methanol

15:1 (+0,02%HCN) desorbiert. Das eingedampfte Eluat wurde am

HV getrocknet und dann H-HMR-spektroskopisch analysiert.

In 2 weiteren Experimenten wurde die Reaktion einmal nach 3 Min.

und das andere Mal nach 5 Min. abgestoppt.

2) 1
Tabelle 8 : Integrale der olefinischen Protonen im H-NMR-

Spektrum (CgDg, 300 MHz) der partiell deuterierten

5,15-Bisnorcobesterderivate.

Signal (ppm) Zuordnung Integral

Reaktionszeit

2 Min. 3 Min. 5 Min.

5,92 s H-C(5) 0,31 0,24 0,17

5,74 s H-C(10) 0,38 0,33 0,21

5,67 s H-C(15) 0,56 0,45 0,31

3,98 d H-C(19) 1,00 1,00 1,00

(Standard)

Gemäss H-NMR ca. 10% des 13ß-Isomeren enthaltend.

Die Integrale schliessen die Signale von ca. 10% 13ß-Isomer
ein (vgl. Abb. 7 auf S. 31).
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Anmerkungen

a) Zweiminütiges Rühren des 5,15-Bisnorcobesters (JJ3) in

CF-C00D (RT) und anschliessendes Aufarbeiten wie oben be-
1

schrieben führte im H-NMR-Spektrum zum vollständigen Ver¬

schwinden aller 3 olefinischen Protonensignale. Die übrigen

Signale waren unverändert. Dies traf auch zu, falls der

5,15-Bisnorcobester 5 Std. bei RT mit CFjCOOD umgesetzt

wurde. Insbesondere konnte bei diesem Experiment keine Zu¬

nahme der Signale des 13ß-Isomeren beobachtet werden.

b) Stehenlassen des 5,15-Bisnorcobesters (JJ5) in CHjCOOD wäh¬

rend 2 Tagen (RT) bewirkte keinen H/D-Austausch an den 3

meso-Positionen.

2.5. Oxidation von Cobester (1) mit Selendioxid

10,9 mg (0,01 mMol) Cobester d) und 11 mg (0,10 mMol) Selen¬

dioxid (Fluka, puriss. p.a. subl.) wurden in 3 ml Benzol 24 Std.

auf 90 °C (Oelbadtemperatur) erhitzt. Man gab die rote, abge¬

kühlte Lösung auf eine mit Flash-Kieselgel gefüllte Pasteurpi¬

pette und wusch mit Methylenchlorid. Die dunkel gefärbte Start¬

zone wurde anschliessend mit Methylenchlorid/Methanol 15:1

(+0,02%HCN) desorbiert. Das Eluat wurde am RV eingedampft und

der violette Rückstand auf 3 Kieselgel-DC-Platten mit Methylace¬

tat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%HCN) chromatographiert, wo¬

bei man die Platten dreimal entwickelte. Das Kieselgel der

Hauptzone wurde mit Methylenchlorid/Methanol 12:1 (+0,02% HCN)

extrahiert und das eingedampfte Eluat am HV getrocknet. Der

Rückstand wurde in Methylenchlorid gelöst und durch Watte fil¬

triert. Es resultierten 7,3 mg (68%) DC-reines Cobester-c-

lacton (JJ>), welches aus Methylacetat/Hexan kristallisiert wur¬

de. Dieses kristalline Material war nach DC, UV/VIS-, IR- und

300-MHz- H-NMR-Spektrum mit einer Probe identisch, welche nach

der Vorschrift von Maag /18/ aus Vitamin B,2 hergestellt worden

war.

UV/VIS-spektroskopisch bestimmt.
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Cobester-c-lacton (15)

C53H69CoN6014

Smp.

UV/VIS

IR (CHC13)

1
H-NMR (CDC13)
(300 MHz)

MG 1073,11

178 - 180 °C

CH30H (+0,02% HCN), c = 3,65-10"5M

267(3,82) sh, 278(3,97), 303(3,90), 315(3,94),

350(4,16) sh, 366(4,49), 418(3,27), 510(3,74)

sh, 548(3,95), 587(4,01).

Minima bei 288, 309, 328, 408, 438, 565.

2992m, 2956m, 2848w, 2128w, 1793m, 1734s,

1587m, 1557w, 1510m, 1474w, 1440m, 1404m,

1393m, 1371m, 1351m, 1302m, 1152s, 1102m,

1081m, 1008w, 991w.

1,22/1,27/1,36/1,41/1,53/1,65 (6s, 18H, 6 CHj);
1,68-2,98 (m, CH2 der Seitenketten und H-C(18))

überlagert von 2,20/2,26 (2s, 6H, H3C-C(5 und

15)) und 2,78/2,92 (AB-System, JAB=18,1 Hz,

2H, C(7)-CH2-COO); 3,05 (dxd, J = 4,5 und 6,5

Hz, IH, H-C(13)); 3,626/3,634/3,68/3,70/3,73/

3,77 (6s, 18H, 6 C00CH3); 3,81 (d, J=10,5 Hz,

IH, H-C(19)); 3,88 (verbreitertes d, J=8 Hz,

IH, H-C(3)); 5,71 (s, IH, H-CdO)).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,15

Hexan/Isopropanol/Methanol 5:2:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,12

Anmerkung

Das CD-Spektrum des Cobester-c-lactons (1J>) findet sich in /18/
13

und das C-NMR-Spektrum in /16/.
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Cobester-c-säure (13)

Modifikation einer Vorschrift von B. Grüning /30/.

Man versetzte eine Lösung von 5,9 mg (0,005 mMol) kristallinem

Cobester-c-lacton (1_5) in 1 ml Eisessig mit 125 mg Zink (Fluka,

puriss. p.a. > 98 %; pulv.) und rührte das heterogene Gemisch

anschliessend heftig unter Argon. Die überstehende Lösung nahm

nach etwa 10 Min. eine braune Farbe (Co(ID) an. Nach 17 Min.

filtrierte man die nun grüne Lösung (Co(D) durch eine Glas-

filternutsche, wobei man das braune Filtrat direkt im Scheide¬

trichter auf 20 ml eiskalte, cyanidhaltige IM K2HP04-Lösung
tropfen Hess. Das Zink wurde mit Methanol gewaschen und die

violette, wässrige Phase zweimal mit je 20 ml Methylenchlorid

extrahiert. Man trocknete die vereinigten organischen Phasen

mit Natriumsulfat und dampfte am RV ein. Das Rohprodukt wurde

auf 2 Kieselgel-DC-Platten mit Methylenchlorid/Methanol 15:1

(+0,1%HCN) chromatographiert. Nach zweimaligem Entwickeln

wurde das Kieselgel der Hauptzone mit Methylenchlorid/Methanol

12:1 (+0,1%HCN) extrahiert, wobei man dem Eluens zwecks bes¬

serer Desorption des Produktes pro 10 ml 2 Tropfen Eisessig zu¬

setzte. Man dampfte das Eluat am RV ein und trocknete den Rück¬

stand am HV (Entfernung von Essigsäure). Das Produkt löste man

in 1 ml einer Lösung von HCN in Methanol (0,1%) und dampfte

am RV wieder ein. Nach Trocknen am HV resultierten 4,2 mg (71%)

Cobester-c-säure (_13) als rotvioletter Lack.

MG 1075,12

CH30H (+0,1% HCN), qualitativ

277(OD = 0,37), 309(0,31), 351(0,47) sh,

369(1,00), 418(0,07), 504(0,17) sh, 542(0,28),

582(0,34).

Minima bei 289, 330, 408, 441, 559.

C53HnCoN6014

UV/VIS
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^-NMR (CDC13) 1,19/1,25/1,35/1,37/1,51/1,58 (6s, 18H, 6 CHj);
(300 MHz) 1,60-2,74 (m, CH2 der Seitenketten) überlagert

von 2,18 (s, 3H, H3C-C(5)) und 2,22 (s, 3H,

H3C-C(15)); 2,76-2,88 (m, IH, H-C(18));

3,02 (dxd, J = 4,7 und 6,5 Hz, IH, H-C(13));

3,34 (m, IH, H-C(8)); 3,62/3,66/3,68/3,69/

3,71/3,76 (6s, 18H, 6 COOCH3) darunter zu¬

sätzlich 2H, H-C(3 und 19) ; 5,56 (s, IH,

H-CdO)).

DC (Kieselgel) Methylenchlorid/Methanol 15:1 (+0,02 % HCN)

Rf = 0,19

Anmerkung

In Lösung spaltet die Cobester-c-säure langsam einen Cyanid-

liganden ab. Diese Abspaltung wird vermutlich durch die c-

Essigsäuregruppierung intramolekular katalysiert. Das H-NMR-

Spektrum wurde deshalb sofort nach dem Auflösen der Probe

aufgenommen.
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3. HERSTELLUNG NEUER RING-AD-ABBAUPRODUKTE

Die Numerierung der C-Atome der in diesem Kapitel beschriebenen

Verbindungen entspricht der des Corrin-Liganden (vgl. S.3).

Regioselektive Baeyer-Villiger-Oxidation am AD-Fragment 29

H3COjC H]C02C

H3C05C

H3CO,C

H3co,c

H3CO,C

29 28

31 mg (0,054 mMol) AD-Fragment ^£ /45/ wurden in 1 ml Chloro¬

form (durch neutrales Alox I filtriert) gelöst und mit 25 mg

(ca. 0,12 mMol) m-Chlorperbenzoesäure (Fluka pract., ca. 85%)

versetzt. Die Lösung wurde 40 Min. bei RT gerührt, anschliessend

am RV auf ca. 0,2 ml eingeengt und rasch auf eine Säule mit 6 g

Alox (neutral, Aktivität II) gegeben. Mit Chloroform (1% Aetha-

nol enthaltend) eluierte man 28 mg (95%) eines farblosen Oeles,

welches nach DC, H-NMR- und MS-Spektrum mit authentischem ^8 /44/

identisch war.

C27H40N2°10

JH-NMR (CDC13)
(300 MHz)

MG 552,63

1,08/1,17/1,32 (3s, 9H, H3C-C(1,2 und 17));

1,60-2,90 (m, insgesamt 15H) überlagert von

2,32 (s, CH3-C0); 3,02 (t, J = 6,8 Hz, IH,

H-C(3)); 3,40 (d, J = 15,4 Hz, IH); 3,64/3,68/

3,69 (doppelte Intensität) (3s, 12H, 4 COOCHj);
4,37 (d, J = 6,7 Hz, IH, H-C(19)); 6,37 (bs,

IH, NH).

200 mg dieser Verbindung wurden mir freundlicherweise von

G. Bartels zur Verfügung gestellt.



- 115-

MS

DC

553(2), 552(M+,6), 521(7), 489(2), 479(3),

447(2), _270(100, Ring-A-Fragment), 238(69),

210(9), 196(17), 136(18), 43(11).

Kieselgel; Aether/Methylacetat 3:1 Rf = 0,34

Alox; Chloroform (+1% Aethanol) R, = 0,34

Oxidation der Azaenongruppe am Ring D des AD-Fragments 28

H3C02C H3CO,C

H3C02C

H3C02C

CO3CH3

H3CO,C

H3C

H3CO,C

CO,CH]

C02CH3

CO,CH3

28 33 34

190 mg (0,34 mMol) AD-Fragment 2_8 und 236 mg (ca. 1,2 mMol)

m-Chlorperbenzoesäure (Fluka pract., ca. 85%) wurden in 4 ml

Chloroform (durch neutrales Alox I filtriert) gelöst. Man liess

den Ansatz 65 Std. bei RT stehen, gab dann 2 ml verdünnte Na¬

triumhydrogensulfit-Lösung hinzu und schüttelte kräftig um.

Das Gemisch wurde auf 20 ml eiskalte 0,2M Na~HP04-Lösung gegos¬

sen und dreimal mit je 30 ml Methylenchlorid extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat ge¬

trocknet und am RV eingedampft. Das Rohprodukt wurde an Kiesel¬

gel (Flash-Chromatographie, Säulendurchmesser=lern) mit Methyl-

acetat/Aether 3:1 chromatographiert. Man eluierte 82 mg (45%)

Dilactam 33_ als farbloses Oel und anschliessend 19 mg (11%)

Imid 34_, welches aus Methylacetat/Aether/Hexan bei 4 °C in farb¬

losen, büscheligen Nadeln kristallisierte.
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C25H38N2°10 MG 526>59

1H-NMR (CDC13) 1,05/1,08/1,29 (3s, 9H, H3C-C(1,2 und 17));

(300 MHz) 1,56-2,98 (m, 14H); 3,67/3,69/3,70/3,71 (4s,

12H, 4 C00CH3) darunter zusätzlich IH, H-C(19);

6,17/7,04 (2bs, 2H, 2 NH).

Zusätzlich die Signale von ca. 10% Imid 34.

13C-NMR (CDC13) 19,1 (doppelte Intensität)/20,2 (2q, H3C-C(1,
(25 MHz) 2 und 17)); 21,1/29,1/32,4/32,7/36,6 (5t);

39,4 (d, C(18)); 39,9 (t); 45,4/47,1 (2s, C(2)

und C(17)); 48,9 (d, C(3))*, 51,5/51,8/51,9 (dop¬

pelte Intensität) (3q, 4 COOCHj); 62,1 (d,

C(19)); 64,5 (s, Cd)); 172,2/172,4/174,3/

175,2/177,1/181,7 (6s, 4 Ester- und 2 Lactam-

Carbonyl).

Kieselgel; Methylacetat/Aether 4:1 Rf=0,34DC

Imid 34

C24H34N2°9 MG 494«55

Smp.

[a] +14,8° (c= 1,25 in Chloroform)

IR (CHC13) 3360w (NH), 2955m, 2880w, 2846w, 1776s, 1731s,

1703s, 1602w, 1439m, 1415m, 1391m, 1345m,

1323m, 1274m, 1177m, 1129w, 1094w, 1054w (sh),

1044w, 990w.

*H-NMR (CDC13) 1.07/1,10/1,17 (3s, 9H, HjC-Cd, 2 und 17));

(300 MHz) 1,60-2,96 (m, 14H); 3,52 (d, J = 8,7 Hz, IH,

H-C(19)); 3,67/3,68/3,76 (3s, 9H, 3 C00CH3);
6,89 (bs, IH, NH).
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XK-NMR 1,07/1,16/1,42 (3s, 9H, H3C-C(1,2 und 17));

(Pyridin-dc, 1,84-3,18 (m, insgesamt 14 H) überlagert von

300 MHz) 2,61/2,80 (AB-System, JAß=15,4 Hz, CH2-CO-N-CO)
und 2,85 (d, J = 6,8 Hz, (2H), C(18)-CH2-COO) ;

3,47/3,59/3,63 (3s, 9H, 3 COOCH3); 4,00 (d,

3 = 1,1 Hz, IH, H-C(19)); 9,11 (bs, IH, NH).

13C-NMR (CDC13) 18,9/19,2/22,3 (3q, H.jC-Cd.2 und 17)); 21,6/

(25 MHz) 28,9/30,0/32,2/33,3 (5t); 35,9 (d, C(18));

44,0 (t, CH2-CO-N-CO); 44,9/47,6 (2s, C(2) und

C(17)); 47,1 (d, C(3)); 51,6/51,9/52,6 (3q,

3 COOCHj); 61,2 (s, Cd)); 66,0 (d, C(19));

169,0/173,3/173,6/173,8/176,1/176,4 (6s,

3 Ester-, 2 Imid- und 1 Lactam-Carbonyl).

MS 494 (M+,9), 464(13), 463(47), 431(25), 421(21),

409(23), 408(100), 336(16), 335(77), 265(27),

237(12), 224(28), 223(28), 206(14), 198(18),

197(44), 196(37), 166(16), 165(69), 164(26),

136(22), 1_24(100), 123(68), 110(33), 55(34).

DC Kieselgel; Methylacetat/Aether 4:1 Rf = 0,19

Anmerkungen

a) Die leicht erfolgende Cyclisierung des Dilactams J3J3 zum

Imid 3k illustriert der folgende Versuch:

50 mg Dilactam ^3 wurden in 1 ml Methylacetat gelöst. Man

gab 1 Tropfen einer 0,5M Lösung von HCl(g) in Methanol hin¬

zu und liess den Ansatz bei RT verschlossen stehen.

Laut DC hatte sich ^3 nach 1 Woche praktisch vollständig

in Vi umgewandelt.

b) Umsetzung von 80 mg (0,14 mMol) AD-Fragment ^8 mit 3 ml Eis¬

essig und 1 ml 30%iger, wässriger H202-Lösung (70°C, 20 Std.)

ergab nach Aufarbeitung und Chromatographie an Kieselgel

14 mg (20 X) Imid ^4. Bei diesem Versuch wurde kein Dilactam

33 isoliert.
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Reduktion des Imids 34 zum Hydroxylactam 36

CO,CH3
CO,CH3

CO,CH3

CO,CH3

34 36

Eine Lösung von 41 mg (0,08 mMol) kristallinem Imid 34 in 3 ml

Methanol (Fluka, puriss. p.a.) wurde auf 0 °C abgekühlt und mit

50 mg Natriumborhydrid (Fluka, purum p.a.) versetzt. Das Gemisch

wurde 1 Std. bei 0 °C gerührt und anschliessend auf Eiswasser

gegossen. Man extrahierte dreimal mit je 20 ml Methylenchlorid,

trocknete die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsul¬

fat und dampfte am RV ein. Das Rohprodukt wurde an 5 g Kiesel¬

gel (mit 5% Wasser desaktiviert) mit Methylacetat/Aether 3:1

chromatographiert. Man erhielt 27 mg (66%) Hydroxylactam ^6

als farbloses Oel.

C24H36N2°9

IR (CHC13)

MG 496,56

3478w, 3365w, 2953m, 2875w, 2855w (sh), 1731s,

1693s, 1438s, 1422m (sh), 1390m, 1372m (sh),

1339m, 1304m, 1175m, 1080w, 1050w, 1016w, 990w,

890w.

XH-NMR (CDClj)
(300 MHz)

1,01 (doppelte Intensität)/1,09 (2s, 9H, H3C-
Cd,2 und 17)); 1,6-2,0 (m, 5H); 2,26-2,68

(m, 7H); 2,98 (dxdxd, J=5,6/10,8/16,5 Hz, IH);

3,07 (d, J-8,6 Hz, IH, H-C(19)); 3,19 (dxd,

J = 5,2 und 9,3 Hz, IH, H-C(3)); 3,65/3,68/3,73

(3s, 9H, 3 C00CH3); 4,55 (t, J=l,9 Hz, IH, OH)

tauscht mit D20 aus; 5,36 (dxdxd, J=1,3/2,1/

4,9 Hz, IH, CH2-CHOH-N-C0); 6,99 (bs, IH, NH).
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1H-NMR 1,03/1,20/1,35 (3s, 9H, HjC-Cd.2 und 17));

(Pyridin-d,-, 1,74-2,40 (m, insgesamt 8H) überlagert von

300 MHz) 1,80 (dxd, A-Teil eines ABX-Systems, J._=

15,0 Hz und JAJ( = 3,9 Hz) und 1,97 (verbreiter¬

tes d, B-Teil eines ABX-Systems, J.R=15,0 Hz

und JßX 51Hz) CH2-CHOH-N-CO; 2,62-2,90 (m,

4H); 2,98-3,10 (m", IH) ; 3,22-3,38 (m, 2H) ;

3,41/3,57/3,64 (3s, 9H, 3 COOCH3); 3,45 (d,

J = 7,5 Hz, IH, H-C(19)); 5,78 (m, X-Teil eines

ABX-Systems, IH, CH2-CHOH-N-CO); 8,74 (bs, IH,

NH).

Einstrahlen bei 5,78 ppm ergibt zwei scharfe

Dublette bei 1,80/1,97 ppm (JAß=15,0 Hz).

Zudem wird das Multiplett zwischen 3,22 und

3,38 ppm vereinfacht.

13C-NMR (CDC13) 18,6/20,1/23,1 (3q, H3C-C(1,2 und 17));

(25 MHz) 23,4/28,9/30,6/32,4/33,8 (5t); 38,5 (d, C(18));

39,4 (t, CH2-CHOH-N-CO); 42,9/46,9 (2s, C(2)

und C(17)); 48,6 (d, C(3)); 51,4/51,6/52,2

(3q, 3 COOCH3); 62,1 (s, Cd)); 62,1 (d, C(19));

74,7 (d, CH2-CHOH-N-CO); 172,8/174,2/174,3/

179,0/180,4 (5s, 3 Ester- und 2 Lactam-Carbonyl).

MS 496(M+,24), 478(8), 465(21), 447(13), 283(14),

240(100, Ring-A-Fragment), 208(32), 197(42),

165(42), 123(30).

DC Kieselgel; Methylacetat/Aether 4:1 Rf=0,25
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Säurekatalysierte Dehydratisierung des Hydroxylactams 36

zum Enalind 38

C02CH3 CO,CH3

CO,CH3

CO,CH3

36 38

12 mg (0,024 mMol) Hydroxylactam 3_6_ wurden in 1 ml einer 0,5M

Lösung von HCl(g) in Methanol gelöst. Die Lösung wurde 20 Std.

bei RT verschlossen stehengelassen, anschliessend rasch mit ei¬

ner 0,1M Lösung von Natriummethylat in Methanol neutralisiert

und am RV eingedampft. Der Rückstand wurde in Methylenchlorid

aufgenommen und die Lösung durch Watte filtriert. Nach Eindamp¬

fen am RV chromatographierte man das Rohprodukt auf 1 Kieselgel-

Dünnschichtplatte mit Methylacetat/Aether 4:1 . Die im UV-Licht

sichtbare Zone wurde abgekratzt und das Kieselgel in einer Pi¬

pette mit Methylacetat extrahiert. Man erhielt 8 mg (69%)

Enamid 38 als farblosen Schaum.

C24H34N2°8

UV (CH30H)

IR (CHClj)

MG 478,55

236 (4,19) (c = 5,66-10"DM)

3415w (NH frei), 3290w (breit, NH assoziiert),

2955m, 2875w, 2851w, 1732s, 1700s, 1460m (sh),

1438s, 1424s, 1389m, 1380m (sh), 1362m, 1320m,

1286m, 1194m, 1173m, 1112w, 990m, 925w, 884w.

^-NMR (CDC13) 1,08/1,21/1,35 (3s, 9H, HjC-Cd, 2 und 17));

(300 MHz) 1,66-2,92 (m, 12H); 3,18 (d, J=8,3 Hz, IH,

H-C(19)); 3,67/3,69/3,72 (3s, 9H, 3 C00CH3);
4,75 (d, J = 8,0 Hz, IH, CH=C-N-C0); 6,68 (bs,

IH, NH); 6,71 (d, J = 8,0 Hz, IH, C=CH-N-C0).



-121 -

) 18,7/19,9/23,2 (3q, HjC-Cd, 2 und 17));

25,2/29,5/31,5/32,3/34,4 (5t); 36,7 (d, C(18));

45,5/47,4 (2s, C(2) und C(17)); 51,1 (d, C(3));

51,6/51,8/52,1 (3q, 3 COOCH3); 59,1 (d, C(19));

62,2 (s, Cd)); 119,0/119,8 (2d, CH=CH-N-C0);

172,1/173,8/174,0/174,4/178,4 (5s, 3 Ester¬

und 2 Lactam-Carbonyl).

479(30), 478_(M+, 100), 463(12), 447(61), 415(22),

405(60), 391(44), 373(27), 359(32), 334(68),

282(20), 223(26), 221(35), 197(27) etc.

Kieselgel; Methylacetat/Aether 4:1 Rf=0,44
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4. HERSTELLUNG EINES RING-D-ABBAUPRODUKTES

H3CO,C

H3CO,C

H3CO,C

H3CO,C

H3C

HjCOjC

33

H3CO2C
1
COjCHj

H3C V-NH

H2C 32

4-

H3C02C

41 COjCHj

23 mg (0,04 mMol ) Dilactam 3_3 wurden in 1 ml Tetrachlorkohlen¬

stoff unter Zusatz einiger Tropfen Methylenchlorid gelöst. Die

auf 0 C gekühlte Lösung versetzte man nacheinander mit 50 mg

wasserfreiem Natriumacetat und 4 ml einer 0,1M Lösung von No^a

in CC14/117/. Das heterogene Gemisch wurde 1 Std. bei 0 °C unter

Lichtschutz gerührt und dann auf eiskalte, verdünnte Natrium-

hydrogencarbonat-Lösung gegossen. Man extrahierte zweimal mit

je 20 ml Tetrachlorkohlenstoff, trocknete die vereinigten orga¬

nischen Phasen mit Natriumsulfat und dampfte am RV ein. Nach

einstündigem Trocknen am HV resultierten 23 mg eines gelben

Oeles.

Das rohe N,N-Dinitrosolactam ^0 wurde in 6 ml Benzol (durch ba¬

sisches Alox I filtriert) gelöst und unter Argon 1 Std. in einer

2)
15-ml-Quarzsteilbrustflasche mit einer 125 W Hg-Mitteldruck-

lampe bestrahlt. Die blassgelbe Lösung wurde am RV eingedampft,
3)

das zurückbleibende Oel in wenig Methylenchlorid gelöst und

in ein Sublimationsrohr transferiert. Nach Abblasen des Lösungs¬

mittels mit Stickstoff wurde bei 0,005 Torr und einer Ofentem¬

peratur von 145 °C destilliert. Man erhielt 4,5 mg eines farb-

1
Ca. 10% Imid _34 gemäss *H-NMR berücksichtigt (vgl. S. 116).

2
Vor Gebrauch mit verdünnter Natriumcarbonat-Lösung behandelt,

anschliessend mit Wasser gewaschen und bei 130 C getrocknet.

3
Mit DC war das Ring-A-Enamid 3_2, jedoch kein Ring-D-Enamid 41

nachweisbar.
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losen Destillates, welches auf einer Kieselgel-Dünnschichtplat¬

te mit Aether/Methylacetat 4:1 chromatographiert wurde. Die bei¬

den im UV-Licht sichtbaren Zonen wurden abgekratzt und einzeln

in einer Pipette mit Methylacetat extrahiert. Destillation der

eingedampften Eluate im Sublimationsrohr (0,005 Torr, 145 °C)

ergab 2 mg (19%) Ring-A-Enamid 31_1) und 1,5 mg (15%) Ring-D-

Enamid _41 als farblose Oele.

Ring-D-Enamid 41^

C12H17N05 MG 255>27

Wd
24 -43,5° (c = 0,3 in Chloroform)

UV (CH30H) 255 (3,52) (c=1,79-10"4M)

IR (CHC13) 3449m (NH frei), 3208w (breit, NH assoziiert),

2968m (sh), 2954m, 2929m, 2870w (sh), 2851w,

1724s (breit), 1652w (sh), 1600w, 1456m, 1438m,

1418w (sh), 1382m, 1367m, 1290m, 1264m, 1172m,

1145m (sh), 1102m, 1056w, 1008w, 991w (sh),

892w, 837w.

!H-NMR (CDC13) 1,18 (s, 3H, HjC-CO)); 1,7-2,3 (m, 4H);

(100 MHz) 3,03 (d, J=2Hz, 2H, 00C-CH2-C=C); 3,60/3,67

(2s, 6H, 2 C00CH3); 6,49 (m, IH, C=CH-NH-C0);

7,50 (breites Signal, IH, NH).

13C-NMR (CDC13) 21,4 (q, H3C-C(3)); 29,0/30,2/30,8 (3t);

(25 MHz) 50,5 (s, C(3)); 51,7/52,1 (2q, 2 C00CH3);
118,5 (s, C=CH-NH-C0); 125,0 (d, C=CH-NH-C0);

171,2/173,4/183,9 (3s, 2 Ester- und 1 Lactam-

Carbonyl) .

MS 255(M+,8), 224(30), 223(100, M+-CH30H), 196

(19), 169(8), 168(37), 167(11), 164(25), 136

(16), 110(16), 109(13), 108(44).

DC Kieselgel; Aether/Methylacetat 2:1 Rf=0,37

Nach DC und MS identisch mit einer nach /44/ hergestellten

Probe. Zur Charakterisierung des Ring-A-Enamides 3_2 vgl. 1511.
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SYNTHESE VON RACEMISCHEM RING-D-ENAMID 41

(2RS)-2-Acetyl-2-methyl-pentandisäure-l-äthylester-5-methyl-

ester (45)

o o o o

CH3
' /

XOaCH3

44 15

1,0 g (26 mMol) Kalium wurde in 250 ml t-Butanol (über CaO de¬

stilliert) aufgelöst. Die 40 C warme Lösung versetzte man nach¬

einander mit 43,2 g (0,30 Mol) 2-Methyl-acetessigsäureäthyles-

ter (44) (Fluka, purum) und 28,4 g (0,33 Mol) Acrylsäuremethyl¬

ester (Fluka, purum). Der Ansatz wurde 20 Std. bei 40 C unter

Feuchtigkeitsausschluss gerührt, anschliessend am RV eingeengt

und auf Eiswasser gegossen. Man extrahierte dreimal mit je 200 ml

Aether, trocknete die vereinigten organischen Phasen mit Magne¬

siumsulfat und dampfte am RV ein. Das Rohprodukt wurde bei 0,1

Torr und einer Oelbadtemperatur von 150 °C über eine 20-cm-Vi-

greuxkolonne fraktionierend destilliert. Man erhielt 53,4 g

(77%) Ketodiester kb als farblose Flüssigkeit.

C11H18°5 MG 230>26

Sdp. 95 °C (0,1 Torr)

IR (CHC13) 2984m, 2954m, 2940w (sh), 2904w, 2870w, 2844w,

1734s, 1711s, 1463m, 1445m, 1438m, 1420w (sh),

1380m, 1366m, 1357m, 1297m, 1177m, 1110m, 1100m,

1019m, 983w, 858w.

:H-NMR (CDC13) 1,26 (t, J = 7 Hz, 3H, C00CH2CH.j); 1,32 (s, 3H,

(100 MHz) H3C-C(2)); 1,8-2,6 (m, insgesamt 7H) überlagert

von 2,13 (s, CH3-C0); 3,63 (s, 3H, C00CH3>;
4,19 (q, J = 7 Hz, 2H, C00CH2CH3>.
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13C-NMR (CDClg) 14,1/19,0/26,1 (3q, 3 CH.,); 29,3/29,8 (2t,

(25 MHz) 2 CH2); 51,6 (q, C00CH3); 58,8 (s, C(2));

61,5 (t, COOCH2CH3); 172,5/173,2 (2s, 2

Ester-Carbonyl); 204,8 (s, CH-j-CO).

MS 230(M+,-=l), 199(17), 188(43), 185(17), 156(11),

153(14), 142(62), 128(17), 116(30), 115(25),

114(96), 99(44), 88(26), 87(21), 73(11), 69(15),

55(16), 43(100), 41(15), 29(18), 27(10).

(2RS)-2-Bromacetyl-2-methyl-pentandisäure-l-äthylester-5-methyl-

ester (46)

O O

/\^OC2Hs
H3c/ \

^C02CH3

45

Zu einer Lösung von 18,4 g (0,08 Mol) Ketodiester 45 in 100 ml

Chloroform tropfte man bei 40 °C eine Lösung von 13,2 g (0,083

Mol) Brom in 50 ml Chloroform innerhalb von 45 Min. zu

Nach beendeter Zugabe wurde noch 45 Min. bei 40 C gerührt und

das gelbliche Reaktionsgemisch anschliessend auf 150 ml eiskal¬

te, halbgesättigte Natriumhydrogencarbonat-Lösung gegossen,

welche 1 g Natriumsulfit enthielt. Man schüttelte gut um, trenn¬

te die organische Phase ab und extrahierte die wässrige Phase

noch zweimal mit je 100 ml Chloroform. Die vereinigten organi¬

schen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und am RV

eingedampft. Man erhielt eine blassgelbe Flüssigkeit, welche

nach einstündigem Trocknen am HV direkt weiterverwendet wurde.

Zuerst gab man ca. 2 ml der Bromlösung zu, worauf man bis

zum weiteren Zutropfen die vollständige Entfärbung der Re¬

aktionslösung abwartete (Induktionsperiode).
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CllH17°5Br MG 309'16

^-NMR (CDC13) 1,27 (t, J=7 Hz, 3H, COOCH2CH3); 1,42 (s, 3H,

(100 MHz) H3C-C(2)); 2,0-2,5 (m, 4H); 3"7^3 (s, 3H,

COOCHj); 4,09 (s, 2H, BrH2C-C0); 4,19 (q,

J = 7 Hz, 2H, COOCH2CH3).

Zusätzlich die Signale von ca. 10 % a,a-Dibrom-

keton bei 1,53 (s, CH3) und 6,23 (s, Br2HC-C0).

(3RS)-3-Methyl-2,4-dioxo-pyrrolidin-3-propionsäuremethylester (47)

Vo2CH3

46

Das roheOt-Bromketon 4j> des vorangehenden Ansatzes wurde in 500

ml Methanol gelöst und mit 25 ml konzentrierter, wässriger Am¬

moniaklösung (ca. 25%) versetzt. Der Ansatz wurde drei Tage

bei Raumtemperatur stehengelassen. Man neutralisierte mit Eis¬

essig und engte die Lösung am RV ein; dabei fiel Ammoniumbromid

aus. Der Rückstand wurde in Wasser gelöst und in einem Kutscher-

Steudel-Perforator 24 Std. mit Aether extrahiert. Der gelbe

Aetherextrakt wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und am RV

eingedampft. Das Rohprodukt wurde an Kieselgel (Flash-Chromato¬

graphie, Säulendurchmesser=6 cm) mit Aether/Methylacetat 2:1

chromatographiert. Die laut DC einheitlichen, produkthaltigen

Fraktionen wurden am RV eingedampft und zweimal aus Aether/

Hexan bei 4 °C umkristallisiert. Man erhielt 5,6 g (35% )

Ketolactam 47 als farblose Kristalle.

Ausbeute bezogen auf Ketodiester 45.
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CgH,3N04 MG 199,21

Smp. 66-67 °C

IR (CHC13) 3433m (NH frei), 3210m (breit, NH assoziiert),

3122w, 3090w, 2955m, 2931m, 2878w (sh), 2848w,

1772m (Fünfring-Ketocarbonyl), 1734s (sh),

1704s, 1460m, 1439m, 1412w, 1377m, 1356m (sh),

1294m, 1270m, 1177m, 1133w, 1078w, 1052w,

1034w (sh), 986w, 892w.

*H-NMR (CDC13) 1,26 (s, 3H, HjC-CO)); 1,95-2,15 (m, 2H);

(300 MHz) 2,26-2,46 (m, 2H); 3,64 (s, 3H, C00CH3>;
3,91 (s, 2H, 0C-CH2-NH-C0); 7,23 (bs, IH, NH).

13C-NMR (CDC13) 19,6 (q, H3C-C(3)); 29,1/29,7 (2t, 2 CH2);
(25 MHz) 49,4 (s, C(3)); 51,3 (t, 0C-CH2-NH-C0);

51,7 (q, COOCHj); 172,8/178,3 (2s, Ester- und

Lactam-Carbonyl), 211,3 (s, Keto-Carbonyl).

MS 199(M+,4), 168(32), .167(100, M+-CH30H),
125(13), 114(61), 113(19), 112(13), 99(33),

84(10), 69(19), 59(10), 55(62), 43(15), 41(22),

27(15).

DC Kieselgel; Aether/Methylacetat 2:1 Rf=0,25
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Anmerkung

Behandlung von 41 mit der 0.09M Methylatlösung ergab ebenfalls

ein 4:1-Gemisch von 41_ und 49 (20 Std. /RT).

(3RS, 4Z)-4-(2'-Methoxy-2'-oxoäthyliden)-3-methyl-2-oxo-pyrroI-

idin-3-propionsäuremethylester (49)

C12H17N05 MG 255,27

Smp. 84-85 °C

UV (CH3OH) 224 (3,92) sh (c = 6,97 • 10"5M)

IR (CHC13) 3442m (NH frei), 3212w (breit, NH assoziiert),

3090w, 2976m, 2956m, 2932w, 2869w, 2848w,

1720s (breit), 1670s, 1603w, 1463m, 1440s,

1380m (sh), 1367m, 1349m, 1338m (sh), 1288m,

1197m, 1180m, 1134w, 1080w, 1019m, 988w, 917w,

874m.

*H-NMR (CDC13) 1,32 (s, 3H, H3C-C(3)); 1,84-1,98 (m, IH);

(300 MHz) 2,10-2,36 (m, 3H); 3,63/3,74 (2s, 6H, 2 C00CH3);
4,44 (dxdxd, J= 18,5/2,65/0,5 Hz)/4,53 (dxdxd,

J=18,5/2,65/0,7 Hz) 2H, C=C-CH2-NH-CO;
5,85 (txd, J = 2,65 und 0,6 Hz.nTH, OOC-CH=C);

6,19 (bs, IH, NH).

13C-NMR (CDC13) 24,8 (q, H3C-C(3)); 29,7/34,0 (2t, 2 CH2>;
(25 MHz) 46,9 (t, C=C-CH2-NH-CO); 48,2 (s, C(3)); 51,4/

51,7 (2q, 2 COOCH3); 114,0 (d, OOC-CH=C);

162,5 (s, OOC-CH=C); 166,1/173,1/179,2 (3s,

2 Ester- und 1 Lactam-Carbonyl).

MS 255(M+,<1), 224(31), 22^(100, M+-CH30H),
196(10), 169(12), 168(31), 167(14), 164(17),

136(22), 110(12), 108(21), 59(13), 55(17),

43(10), 41(12).

DC Kieselgel; Aether/Methylacetat 2:1 Rf=0,28
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(3RS)-4-Methoxycarbonylmethyl-3-methyl-2-oxo-4-pyrrolin-3-

propionsäuremethylester (41) (rac. Ring-D-Enamid)

C12H17N05 MG 255'27

Smp. 71-72 °C

UV (CH30H) 255 (3,64) (c=1,83-10_4M)

IR (CHClj) 3450m (NH frei), 3210w (breit, NH assoziiert),
'

2970m, 2956m, 2931w, 2870w, 2846w, 1724s (breit),

1653w (sh), 1604w, 1456m, 1439m, 1420w (sh),

1384m, 1368m, 1290m, 1266m, 1174m, 1146m (sh),

1103m, 1057w, 1010m, 991w (sh), 893w, 839w.

XH-NMR (CDC13) 1,20 (s, 3H, HjC-CO)); 1,78-2,22 (m, 4H);

(300 MHz) 3,06 (d, J = l,6 Hz, 2H, 00C-CH2-C=C);
3,63/3,70 (2s, 6H, 2 COOCH-j); 6,52 (q, J=l,6 Hz,

IH, C=CH-NH-C0); 7,53 (bs, IH, NH).

13C-NMR (CDC13) 21,4 (q, H3C-C(3)); 29,1/30,3/30,8 (3t, 3 CH2);
(25 MHz) 50,6 (s, C(3)); 51,6/52,1 (2q, 2 COOCHj);

118,6 (s, C=CH-NH-C0); 125,3 (d, C=CH-NH-C0);

171,2/173,4/184,3 (3s, 2 Ester- und 1 Lactam-

Carbonyl) .

MS 255(M+,5), 224(26), 223(86, M+- CH30H), 196(22),

169(10), 168(40), 167(14), 164(36), 136(29),

110(27), 109(25), 108(100).

DC Kieselgel; Aether/Methylacetat 2:1 Rf = 0,37

Anmerkungen

a) Das UV-, IR-, 1H-NMR-, C-NMR- und MS-Spektrum sowie das

DC stimmen gut mit denen des durch Abbau des Dilactams 3_3_

erhaltenen, optisch aktiven Ring-D-Enamides 41 überein.

b) Das Ring-D-Enamid 41 stellt eine stabile Verbindung dar

und lässt sich problemlos an Kieselgel chromatographieren

sowie über Jahre bei 4 °C unzersetzt aufbewahren.
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6. ABBAU DES COBESTERS (aus Inkubation von [2,7,20-Kethyl-14c]-
Faktor III mit zellfreien Extrakten von C. tetanomorphum)

Der von Prof. G. Müller erhaltene Cobester (ca. 3 mg, totale

Aktivität: 8,7-10 ipm) wurde mit 479 mg inaktivem Cobester

(vgl. S. 84) verdünnt. Nach mehrmaliger Umkristallisation aus

Benzol/Hexan wies der Cobester eine spezifische molare Aktivi¬

tät von 1.52-105 ipm/mMol auf.

a) Ozonolytischer Abbau des [2,7-Methyl- c]Cobesters

Die Ozonolyse wurde strikte nach der Vorschrift von tl. Imfeid

/44/ durchgeführt.

Man erhielt: 29 mg (12%) AD-Fragment 28

19 mg (16%) B-Succinimid ^6

28 mg (30%) C-Succinimid 11_

6 mg p-Phenylphenacylacetat

Das AD-Fragment ^8_ wurde auf 4 Kieselgel-DC-Platten mit CH2C12
nachchromatographiert, das Ring-C-Succinimid 27_ aus Aether/Hexan

bei 4°C kristallisiert (Smp. 72-73 °C) und das Ring-B-Succinimid

26 nochmals auf 3 Kieselgel-DC-Platten mit Aether chromatogra¬

phiert sowie anschliessend im Sublimationsrohr bei 150 °C und

0,005 Torr destilliert. Das p-Phenylphenacylacetat wurde aus

Hexan umkristallisiert.

Radiochemische Messungen:

AD-Fragment W 7,61-10 ipm/mMol

B-Succinimid 26 7.65-104
C-Succinimid 27

1J
—

3
p-Phenylphenacylacetat 3,38-10 ipm/mMol

b) Abbau des radioaktiven AD-Fragmentes 28

12,5 mg (0,02 mMol) radioaktives AD-Fragment :28 wurden mit 64

mg (0,12 mMol) inaktivem Material verdünnt und anschliessend

nach der Vorschrift von M. Imfeid /44/ in das N-Nitroso-Derivat

31 umgewandelt. Ausbeute: 59 mg (73%).

Nulleffekt in 0,3 mg Messproben.
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30 mg (0,05 mMol) N-Nitroso-AD-Fragment 3_1 wurden zum Ring-A-

Succinimid 60 abgebaut Ikkl, welches auf 1 Kieselgel-DC-Platte

mit Aether chromatographiert und anschliessend im Sublimations¬

rohr (150°C/0,0l Torr) destilliert wurde. Ausbeute: 2,1 mg

(15%).

Aus 23 mg (0,04 mMol) N-Nitroso-AD-Fragment 31_ erhielt man

3,7 mg (32%) Ring-A-Cyanolactam 6J5 Ikkl, welches aus Methylen¬

chlorid/Hexan bei 4°C kristallisiert wurde.

Radiochemische Messungen:

N-Nitroso-AD-Fragment 3_1_ 10100 ipm/mMol

A-Succinimid £0 9500 "

A-Cyanolactam 65 9300

Die relativen molaren Aktivitäten der isolierten Fragmente be¬

züglich Cobester sind in Tabelle 5 auf S. 65 aufgeführt.
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7. ARBEITEN MIT P. SHERMANII

P. shermanii (ATCC 9614) wurden 3 Tage anaerob bei 30 °C und

einem pH-Wert von 6,8 (automatische pH-Anpassung mit verdünn¬

ter Ammoniaklösung) in einem New-Brunswick-Fermenter nach der

Vorschrift von L. Mombelli /98/ gezüchtet.

Ausbeute: 275 gr Bakterienfeuchtmasse aus einem 7-1-Ansatz.

Die Herstellung von zellfreien Extrakten erfolgte in einer

Dyno-Mill^/98/, wobei die aufgeschlossenen Zellen 1 Stunde

zentrifugiert wurden (23000g). Für die Inkubationen verwende¬

te man jeweils die überstehende, vom Zellmaterial befreite

Lösung. Das so hergestellte Zellhomogenat liess sich über Mo¬

nate bei -20 C ohne Aktivitätsverlust aufbewahren.

7.1. Einbau von [2,7,20-Methyl-14c]Faktor III

Zusammensetzung der Inkubationsmischung:

20 ml P.-shermanii-Zellhomogenat

(entspricht ca. 10 g Bakterienfeuchtmasse)

- Cofaktorsatz (gelöst in 10 ml H20):
20 mg Adenosin-5'-triphosphat Dinatriumsalz

7 mg L-Cystein

50 (0,1 2-Mercaptoäthanol

25 mg Glutathion, reduziert

30 mg NADPH

20 mg S-Adenosyl-L-methionin Hydrogensulfat

7 mg 5,6-Dimethylbenzimidazol

9 mg CoCl2-6H20
36 mg MgCl2-6H20

- 5 ml 0,2M Kaliumphosphatpuffer pH 8/0,6mM EDTA

Die 3 aufgeführten Bestandteile wurden in einem 250-ml-Rundkol¬

ben gemischt, der pH-Wert mit verdünnter NaOH-Lösung auf 8 ein¬

gestellt und die Mischung darauf durch mehrmaliges Evakuieren

am Hausvakuum und anschliessendem Belüften mit Argon über einen

Zweiweghahn von Sauerstoff befreit.
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In einem glove-bag setzte man der Inkubationsmischung unter

Argon ca. 0, 2 UMol [ 2,7,20-Methyl-14c] Faktor III
1)

mit einer

totalen Aktivität von 6,8-10 ipm gelöst in 5 ml entgastem

Wasser zu. Der Kolben wurde mit einem Serumstopfen verschlos¬

sen und dann 24 Stunden bei 37 C unter Lichtschutz und Argon

leicht geschüttelt.

Isolierung der Corrine

2)
Nach beendeter Inkubation wurde mit 10 (iMol Cobyrinsäure

verdünnt und der Inkubationsansatz mit Phosphorsäure (85%)

auf einen pH-Wert von 2 gebracht. Anschliessend wurde lyophili¬

siert und der braune Rückstand in 80 ml Methanol und 6 ml conc.

Schwefelsäure 36 Stunden auf 80 C (Oelbadtemperatur) erhitzt.

Das Reaktionsgemisch wurde in ein grosses Becherglas transfe¬

riert und in einem Guss mit eiskalter, wässriger Kaliumhydro-

gencarbonat-Lösung neutralisiert. Man extrahierte mehrere Male

mit Methylenchlorid, trocknete die vereinigten organischen Pha¬

sen mit Natriumsulfat und dampfte am RV ein. Das Rohprodukt

wurde auf 4 Kieselgel-DC-Platten mit Methylacetat/Benzol/Metha¬

nol 40:20:1 (+0,02% HCN) chromatographiert, wobei man die Plat¬

ten zweimal entwickelte. Aus dem Kieselgel der violetten Haupt¬

bande extrahierte man mit Methylenchlorid/Methanol 15:1 (+0,02%

HCN) 4,4 mg (40%) Cobester, welcher aus Methylacetat/Hexan bis

zur konstanten Aktivität umkristallisiert wurde. Aus der Zone

mit etwas geringerem R^-Wert erhielt man ein Gemisch aus Cob-

18
ester-c-lacton und A -Didehydrocobester, welches durch noch¬

malige Chromatographie auf 1 Kieselgel-DC-Platte mit Methylen¬

chlorid/Methanol 20:1 (+0,02% HCN) aufgetrennt wurde (zweima¬

liges Entwickeln der Platten).

Ausbeuten (spektroskopisch bestimmt): 0,4 mg (4%) Cobester-

c-lacton und 0,3 mg (3%) A -Didehydrocobester.

Hergestellt durch Hydrolyse von Faktor-III-Octamethylester

mit 2 ml 2M wässriger Piperidin-Lösung (16 Std., 4°C).

Anschliessend wurde am RV eingedampft und der Rückstand am

HV getrocknet.

Erhalten durch Hydrolyse von 10,9 mg (lOfjMol) Cobester

wie in Fussnote 1) beschrieben.
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Isolierung der leichtflüchtigen Säuren als p-Phenylphenacyl-

derivate /97/

Das Destillat der Lyophilisation wurde mit 0,1N KOH-Lösung ge¬

gen Phenolphthalein titriert (Verbrauch: 5,6 ml) und die neu¬

tralisierte Lösung am RV eingedampft.

Man gab 10 ml Acetonitril (Fluka, puriss. p.a.) und 20 mg (0,08

mMol) 18-crown-6 (Fluka, purum) hinzu und dampfte am RV wieder

ein. Es wurde noch zweimal mit je 10 ml Acetonitril am RV ab¬

rotiert (azeotrope Entfernung von Wasser). Der Rückstand wurde

1 Stunde am HV getrocknet und nach Zugabe von 160 mg (0,6 mMol)

p-Phenylphenacylbromid (Fluka, puriss. p.a.) 3 Stunden in 50 ml

Acetonitril unter Rückfluss gekocht. Die abgekühlte Lösung wur¬

de am RV eingedampft, der Rückstand in Methylenchlorid aufge¬

nommen und durch Watte filtriert. Das 100-MHz- H-NMR-Spektrum

(CDC1,) zeigte, dass die p-Phenylphenacylderivate der Essig-

säure/Ameisensäure/Propionsäure in einem Verhältnis von 5:2:2

vorlagen.

Das Gemisch wurde anschliessend durch präparative Dünnschicht¬

chromatographie (Kieselgel, Methylenchlorid) aufgetrennt und

die 3 Derivate aus Hexan bis zur konstanten Aktivität umkri¬

stallisiert.

r 14 t

In einem 2. Experiment wurden ca. 0,05 (jlMol [2,7,20-Methyl- C_|-

Faktor III mit einer totalen Aktivität von 1,7-10 ipm auf

gleiche Weise inkubiert.

Radiochemische Messungen:

Exp. 1 Exp. 2

Cobester

18
A -Didehydrocobester

p-Phenylphenacylacetat

p-Phenylphenacylformiat

p-Phenylphenacylpropionat

1,75-10 ipm/mMol 3.0-105 ipm/mMol

2.10-106 "

2.22-104 " 4,2-103 ipm/mMol
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Exp. 1 Exp. 2

totale Aktivität

im Cobester 17500 ipm 3000 ipm

in der Essigsäure 6900 ipm 1300 ipm

Die Werte für den radiochemischen Einbau von Faktor III in Co¬

byrinsäure betragen 2,6% (Exp. 1) und 1,8% (Exp. 2).

In Tabelle 6 auf S. 67 wird die totale Aktivität der Corrine

mit derjenigen der Essigsäure korreliert.

Schmidt-Abbau des p-Phenylphenacylacetates aus Exp. 1

30 mg (0,12 mMol) p-Phenylphenacylacetat (2,22*10 ipm/mMol)

wurden zur Freisetzung von Essigsäure in einer Kuhn-Roth-Appa¬

ratur zusammen mit 10 ml H-O und 1,5 g p-Toluolsulfonsäure mit

dem Bunsenbrenner erhitzt. Das Destillat wurde mit 0,1N NaOH-

Lösung fortlaufend gegen Phenolphthalein titriert und anschlies¬

send am RV eingedampft.

Das Natriumacetat wurde nach der Vorschrift von Ph. Huguenin

1118/ einem Schmidt-Abbau unterworfen und das gebildete Methyl¬

amin mit p-Tosylchlorid in N-Methyl-p-toluolsulfonamid umgewan¬

delt, welches aus Aethanol umkristallisiert wurde.

Ausbeute: 15,5 mg (70% bezüglich p-Phenylphenacylacetat).

Radiochemische Messung: 2,20*10 ipm/mMol

Vergleiche Fussnote 1) auf Seite 67.
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18
7.2. A -Didehydrocobester

18
Zur Abklärung der Herkunft des A -Didehydrocobesters wurden

einige Versuche ausgeführt, die in Tabelle 9 zusammengefasst

sind.

Die in Tabelle 9 aufgeführten Bestandteile (Zellhomogenat,

Cofaktorsatz) wurden zusammengegeben, die Mischung mit Cobyrin¬

säure (oder Cobester) verdünnt und nach Ansäuern mit Phosphor¬

säure (85 %) auf pH 2 einer Lyophilisation unterworfen.

Der Rückstand wurde - wie auf S. 134 beschrieben - methanoly-

siert und aufgearbeitet.

UV/VIS CH3OH (+0,02% HCN), qualitativ

281(0D = O,27), 321(0,33), 378(0,68) sh,

396(1,00), 540(0,21) sh, 589(0,28), 630(0,26)

sh.

Minima bei 293, 338, 474.

H-NMR (CDC13)
(300 MHz)

1,21/1,41/1,51/1,54/1,57/1,78 (6s, 18H, 6 CH3);
1,84-2,92 (m, CH2 der Seitenketten) überla¬

gert von 2,16/2,36 (2s, 6H, H3C-C(5 und 15));

3,00-3,08 (m, IH, H-C(13)); 3,39/3,44 (dxd,

AB-System, JAB = 16,6 Hz, 2H, 00C-CH2-C(18))
überlagert von m, IH, H-C(8); 3,61/3,62/3,64/

3,68/3,69/3,72/3,73 (7s, 21H, 7 COOCHj);
ca. 3,77 (m, IH, H-C(3)); 5,67 (s, IH, H-CdO)).

DC (Kieselgel) Methylacetat/Benzol/Methanol 20:20:1 (+0,02%

HCN) Rf = 0,14

(zum Vergleich: Cobester (Rf = 0,18), Cobester-

c-lacton (Rf = 0,15))

Methylenchlorid/Methanol 15:1 (+0,02% HCN)

Rf = 0,38

(zum Vergleich: Cobester (Rf=0,42), Cobester-

c-lacton (Rf = 0,40))
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7.3. Einbauversuche mit 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnor-

cobyrinsäure

Herstellung der in Stellung 5 und 15 demethylierten Aquo-cyano-

cobyrinsäuren:

Je 1,2 mg 5-Nor-, 15-Nor- und 5,15-Bisnorcobester wurden ein¬

zeln mit 1 ml 2M wässriger Piperidin-Lösung hydrolysiert (4 C,

16 Stunden). Das Reaktionsgemisch wurde lyophilisiert, der

Rückstand in wässriger Essigsäure-Lösung (10 Vol%) gelöst und

in einer Pasteurpipette an Servachrom^-XAD Typ 2 (Korngrösse

50-100 (im) absorbiert. Man wusch mit wässriger Essigsäure-Lö¬

sung (10 Vol%) und darauf solange mit H„0 bis das Eluat neu¬

tral war. Die orangerote Startzone wurde mit H„0/t-Bu0H 5:1

(v/v) desorbiert, das Eluat am RV eingedampft und der Rückstand

am HV getrocknet.

Das DC (Kieselgel, Isopropanol/conc. NH3 1:1 (+KCN)) zeigte

bei allen 3 Norcobyrinsäuren einen Hauptfleck bei Rf = 0,5

(gleicher R,-Wert wie authentische Cobyrinsäure) und einen

schwachen Fleck bei Rf= 0,6 (gleicher Rf-Wert wie ein aus dem

Cobester-c-lacton mit 2M wässriger Piperidin-Lösung gewonnenes

Hydrolyseprodukt).

Inkubationsversuche:

Die Inkubationen wurden wie auf S.133/134 beschrieben durch¬

geführt. Anstelle von 20 mg inaktivem SAM verwendete man 20

(iMol (ca. 10 mg) [Methyl- c]SAM mit einer totalen Aktivität

von 1 (iCi. Die Norcobyrinsäuren (je ca. 1 |iMol) wurden in ent¬

gastem Wasser gelöst und dann den Inkubationsansätzen zuge¬

setzt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (37 C) wurde

aufgearbeitet.
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Radiochemische Messungen:

Substrat totale Aktivität

im Cobester

Exp.

Exp.

Exp.

Exp.

Exp.

1

2

3

4

5

5-

15-

5,15-

6-Ala <24|iMol)

-Norcobyrinsäure d|iMol)

-Norcobyrinsäure (l(iMol)

-Bisnorcobyrinsäure
"

keines

9000 ipm

1)

250 ipm2)
1)

450
2)

ipm

Die radiochemischen Einbauwerte finden sich auf S. 76.

Nulleffekt in 0,3 mg Cobester-Proben.

Die an 0,3 mg Cobester-Proben gemessenen Aktivitäten be¬

trugen 5-10 ipm !
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14
Einbau einer in den 3 Methylgruppen mit C markierten

Faktor-III-Probe in Zellextrakte von P. shermanii ergab

eine radioaktive Cobyrinsäure (^5_). Deren chemischer Abbau

zeigte, dass sie lediglich 2 markierte Methylgruppen in

Stellung 2 und 7 trägt. Gleichzeitig entstand eine zur

Cobyrinsäure äquivalente Menge Essigsäure, welche In der"

Methylgruppe markiert war.

Diese Resultate stellen einen unabhängigen, chemischen Be¬

leg für die Struktur 64 von Faktor III dar und werfen neu¬

es Licht auf den bis anhin rätselhaften Bildungsmechanis¬

mus des Corrin-Chromophors. Die nachgewiesene Bildung der

Essigsäure ist ein starkes Indiz dafür, dass die Umwandlung

von Uro'gen III in die Cobyrinsäure (.55) ohne Beteiligung

externer Redox-Cofaktoren abläuft.

Bei den Arbeiten mit P.-shermanii-Zellhomogenaten wurde in

geringen Mengen ein blaues Corrin isoliert, für welches an-

hand der spektroskopischen Daten die Struktur des A -Di¬

dehydrocobesters abgeleitet wurde. Untersuchungen zur Her¬

kunft dieses neuartigen Corrins ergaben, dass es während

der Aufarbeitung aus der als Verdünnungsmaterial zugesetz¬

ten Cobyrinsäure (.5_5) entstanden war, wobei der Bildungs¬

mechanismus unbekannt bleibt. Dieser Befund ist im Zusam-

18
menhang mit der früher postulierten Rolle von A -Dide-

hydroverbindungen als Vorläufer von natürlichen Corrinen

von Interesse.

HOjC

H3c-''

H3c-

COjH
T COsH
/ H,C I

HO,C

HO,C

"NH N=\

S.S?- y/

-CO,H

COjH

HOjC

HO,C

HO,C COjH

64 55



- 149-

SUMMARY

Cobester, the dicyano qomplex of the heptamethylester of coby-

rinic acid, a known precursor of vitamin B.~, has been investi-

gated in terms of .both its chemical reactivity and its bio-

synthesis. In this context the following results have been_

obtained: -, ,,
i

i ,

- Treatment of cobester with lead tetraacetate in benzene gSirer-

ated a mixture of acetoxymethyl Compounds, hydrolysis of which

afforded the 5-hydroxymethyl-, 15-hydroxymethyl- and 5,15-

bis(hydroxymethyl)-derivatives, all in crystalline form.

- The acid catalysed elimination of the two hydroxymethyl groups

of 5,15-bis(hydroxymethy1)-cobester with Dowex 50W gave the

known 5,15-bisnorcobester, whereas extension of the same pro-

cedure to the 5-hydroxymethyl- and 15-hydroxymethyl-compounds

led to the previously unknown 5-norcobester and 15-norcobester,

respectively.

- Incorporation experiments with 5-nor-, 15-nor- and 5,15-bis-

norcobyrinic acids, which had been obtained by hydrolysis of

the corresponding nor-cobester derivatives, showed that these

Compounds do not behave as precursors of cobyrinic acid.

- Baeyer-Villiger oxidation of the AD fragment ^8_, a known pro-

duct from the ozonolytic degradation of cobester, afforded the

dilactam 3^. Photolysis of the N,N-dinitroso derivative of 13

gave the ring D enamide 41., the structure of which was proven

by a five step synthesis of the corresponding racemic Compound.

H3C02C

h3cojC—v /^i^1
H3C' V-NH
H3C''|

/—( D II
HjCOjC' \-^~^

H,C^!

f
C02CH3

H3C02C

28

H3C02C

C02CH3

41
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Incubation of a sample of factor III labelled with C in

its three methyl groups with a cell-free enzyme System from

P. shermanii yielded radioactive cobyrinic acid (5_5), chemi-

cal degradation of which showed that the label is retained

only in the two methyl groups at positions 2 and 7. At the

sarae time one equivalent of acetic acid is.formed which is

labelled exclusively in the methyl group.

These results provide independent chemical verification for

the correctness of structure 64 for factor III and cast

new light on the mode of formation of the corrin chromophor.

Specifically, detectlon of acetic acid as the volatile frag-

ment extruded during formation of the corrin System suggests

that the overall transformation of uro'gen III to cobyrinic

acid (5_5) is taking place without participation of external

redox reagents.

In the course of experiments with cell-free extracts from

P. shermanii a blue corrin was isolated in small amounts,

and instrumental analysis assigned the structure of the new

18
Compound as A -didehydrocobester. Further investigations

showed that this novel corrinoid Compound arises from the

carrier material (cobyrinic acid (5_5)) during work-up.

At present the mechanism of its formation is unknown.

These results are of interest in connection with the earlier
18

proposed role of A -didehydro Compounds as precursors of

natural corrins.
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